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はじめに
わが国では古くから醸造食品製造に糸状菌(カビ)を利用しており､糸状菌の培養技術は世界にも類を
見ないほど発達している｡糸状菌の中でも､麹菌AspeTgillus oTyZaeは､清酒､味噌､醤油などの醸造製
品の製造に用いられる代表的な菌である｡穣造における麹菌の役割はさまざまであるが､最も重要なもの
は菌体外-の加水分解酵素の分泌生産である｡
清酒醸造におけるアルコール生産は酵母Saccharomyces celleVisiaeの働きによるが､酵母は原料であ
る米のデンプンやタンパク質をほとんど資化できない｡一方､麹菌は菌体外にα -アミラーゼ､グルコアミラ
ーゼ､ α -グルコシダーゼなどのデンプン分解酵素群やプロテアーゼ､ペプチダーゼなどのタンパク質分
解酵素を多量に分泌する性質を有しており､これらの加水分解酵素群により米のデンプンやタンパク質
が分解され､酵母が利用できるグルコースやマルトース､アミノ酸などの栄養源が供給される｡また､麹菌
は多くの種類の有機酸やアルコール類などの代謝物を生産し､清酒に独特の香味を与えているo
麹菌の生産する加水分解酵素群の利用は醸造だけにとどまらず､ ｢タカヂアスターゼ｣といった消化酵
素剤や､ α -アミラーゼ製剤などの生産にも利用されるなど､麹菌はその高い酵素生産性から酵素産業上
も重要な微生物である｡またこのような工業的に利用価値の高い酵素については､酵素学的な諸性質に
関して多くの研究成果が蓄積されている｡
このように､麹菌は産業上非常に重要であるにもかかわらず､最近まで遺伝学的解析はほとんどなされ
ていなかった｡その原因として麹菌は有性生活環を持たないために､交配による古典的遺伝解析が行え
ない､さらに菌糸及び胞子が多核であるため､変異体が取得しにくいなど､実験操作上の困難さが挙げら
れるo Lかし､私たちにより1987年に麹菌の宿主･ベクター系が確立されて以来､麹菌の多様な生命現象
を分子レベルで解析することが可能となった｡産業上重要な遺伝子を中心として多くの遺伝子のクローニ
ングが進められ､その構造解析やコードされる推定アミノ酸配列が明らかになったoまた､長年に渡り頼造
食品の製造に使用されていて､麹菌菌体とその生産物の安全性が極めて高いこと､菌体外に多量の酵
素タンパク質を分泌生産する能力を持っていることから､麹菌が有用異種タンパク生産のための宿主とし
て利用されることが期待されており､近年では実際に分泌高生産を行うことができるという報告がなされて
いる｡
麹菌のα -アミラーゼ､グルコアミラーゼ､ α -グルコシダーゼなどのデンプン分解酵素は､デンプンやマ
/レト-スなどのマルトオリゴ糖でその生産が誘導され､グルコースの存在下では､生産が抑制されることが
古くから知られている｡これらのデンプン分解酵素生産の制御機構を遺伝子レベルで明らかにすることは
麹菌の多様な有用機能を理解するだけにとどまらず､アミラーゼの高い酵素生産性を応用した異種タン
パク生産システム構築につながるなど応用的な側面からも非常に興味深いものがある｡
デンプン分解酵素遺伝子の発現制御機構解析に向け､ α -アミラーゼ遺伝子(myB)が多田らによりク
ローニングされ､それに続いて､グルコアミラーゼ遺伝子(gldA)もクローニングされたoさらに､ α -グルコ
シダーゼ遺伝子(agdd)が峰時らによりクローニングされ､またデンプン分解酵素遺伝子のカタボライト抑
制に関与するCREAや､globalregulationに関わるCAAT配列結合因子であるAoCF (A otPae CAAT
factor)といった転写因子の解析も行われている｡そして､これら3種のデンプン分解酵素遺伝子のプロモ
ーター領域中には高い相同性を持つ保存領域(region I , region ⅡFegion Ⅲ)が見出されたoこれらの
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シスエレメントのうち､最も遺伝子発現に関わっていると考えられたregionⅢに結合し､発現を正に制御す
る転写因子遺伝子amyRがクローニングされたoこのようにデンプン分解酵素遺伝子の発現制御機構が
分子レベルで理解されつつあり､現在までに解明された発現制御機構oTig. 1)を利用して､キモシン､ダ
ニアレルゲンといった異種タンパクの高生産も試みられている｡
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Fig･ 1柳叩eのデンプン分解酵素遺伝子
の発現制御機構モデル
デンプン分解酵素遺伝子のデンプンやマルトースによる誘導発現に必要とされる転写因子AMYRの
機能解析を行なうに当たり､ AMYRをコードする遺伝子amyRの破壊株を作製したところ､ α -アミラーゼ
やグルコアミラーゼの生産が抑えられると同時にデンプンを単一炭素源とする培地での生育も抑制された｡
しかし､マルトース培地では非破壊株と差のない生育を示したことから､新たなマルトース資化系の存在
が示唆された.一方､麹菌のExpressed Sequence Tags (ESTs)解析により､酵母の菌休内マルタ-ゼ遺
伝子肋上62と相同性の高いクローンが見出された｡このESTクローンをプローブとして麹菌ゲノムライブ
ラリーをスクリーニングした結果､マルトース資化に関与すると考えられる遺伝子群が酵母のものと類似の
クラスターを形成して存在していることを見出した｡これには､ ESTクローンと一敦するマルタ-ゼ遺伝子
を含む肋Lクラスターと､それと相同性が高いGLCクラスターの2種類が見出された.さらに､最近私た
ちが実施した麹菌全ゲノム解析の結果､地上クラスターにより相同性が高いクラスター(M4L2クラスター)
が存在することも見出された｡
本基盤研究では､麹菌のM4Lクラスター及びそれと相同性の高いクラスターの構造解析と発現プロファ
イル解析､ならびに地上クラスターに存在する遺伝子群の機能解析を目的として研究を実施した｡
1. MALクラスターの構造解析
A･ 0,yzaeとS･ cerevisiaeは子のう菌類に属し､進化的に近いことが知られている｡ S. ce,evisiaeは､
淵L61(マルトースパーミア-ゼ)､此4エ62(マルタ-ゼ)､ M4L63(転写因子)遺伝子が､クラスターをなして
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いることが報告されており(Fig. 2) ､ A o'paeのマルタ-ゼ遺伝子もS･ cerevisiae AuL6°-カスと同様
にクラスターを形成している可能性が考えられた｡そこでmalTをプローブとし､ A. oryzae RIB40 genomic
DNA, EMBL3 1ibraryからプラークハイプリダイゼ-ションによるスクリーニングをおこない､ malT周辺領域
の解析を行った｡またスクリーニングの過程で見出されたmalTのホモログであると予想されるA･
pwau･ticzASのα - 1 ,6-グルコシダーゼ遺伝子elcA)と高いホモロジーを示す遺伝子の解析も試みたo
転写因子
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Fig. 2酵母Sa∝hwumyw cere戯把の仰L6 L∝us構造
1-1フラーウハイプリタイゼ-シヨンによるスウリ一二ンヴ
(1)フラーウハイブリタイゼーシヨン
ファージを感染させる宿主大腸菌はXLl-Blue MRA (P2)を用いた. liO℃保存のグリセロールストックを､
NZYMM phte(1% NZ Amine, 0.5% Bactoyeast extracも0･5% NaCl, 0･2% maltese, 10 mM MgSO4, 1･5%
Bacto agar)に植菌し､ 30℃で倒置培養した.このプレートからシングルコロニーをかきとり､ NZYMM液体
培地50 mlに植菌し､ 30℃で､ OD600が0.8になるまで振とう培養した｡菌液をファルコンチューブに移し､
3,000叩m, 4℃, 10 min遠心し､集菌した○得られた菌に5 mlの10 mM MgS04を加え､懸濁した｡この懸
濁液のOD600を測定し､最終的に0.5になるように10 mM MgS04で希釈し､これを大腸菌MgSO4ストッ
クとして4℃に保存した｡
スクリーニングに用いるファージライブラリーはA.o'pae RIB40 genomic DNA, EMBL3 1ibraryを使用
した｡これはA.oryqae RB40ゲノムDNAをSau3AIでpardal digest後･電気泳動を行い約9 kb以上を
分取し､ EMBL3のBmHIサイトに挿入したファージライプライリーである｡ 1.5 mlチューブに大腸菌
MgSO4ストックを0･6 ml入れ､これに約5×104pfu相当(2次スクリーニング以降は､ 102 - 103 pfu)
のファージライブラリー懸濁液　を加え､ 37℃, 15分間培養した｡この培養液を55℃に保温した5 ml
(2次スクリーニング以降は3 ml)のNZY top agar(1% NZ Amine, 0･5% Bacto yeast extract, 0･5% NaCl,
0.8% agarose)に加え､激しく撹拝復､ 37℃で保温しておいた滅菌2号角シャーレ(2次スクリーニング以
降は¢90 mmシャーレ)のNZYMM plateにプレーティングした○圃化後､プラークが1-1･5 mm程度
になるまで37℃で約16時間倒置培養し､その後4℃で保存した｡
4℃で保存しておいたプレートにメンプランHybond⊥N+をのせ､ 5分間放置した｡プレートからメンブ
ランをはがし､プレートに接していた面を上にし､液紙上で5分間乾燥させた｡以降の換作は､全てメン
プランのプレートに按していた面を常に上にして操作した｡乾燥後､変性液(0.5 M NaOH, I.5 M NaCl)を
吸わせた波紙上にメンプランを移して5分間放置し､続いて中和液(0.5 M Tris-HCl (pH 8･0), l･5 M
NaCl)を吸わせた滅耗上で3分間中和した｡続いて2×SSCを吸わせた波紙上に3分間放置した後､
波紙上で30分間風乾し､ 60℃で2時間ベイクした｡
DNAを固定したメンプランを､ malTをプローブとし､ ECL法を用いてハイブリダーゼ-ション及び検出
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を行った｡換作は添付されているプロトコールに従った｡ただレ､イブリダーゼ-ション温度は35℃で行っ
た｡敵性クローンの単軒は､シグナルの出た位置をプレートにマークし､先端を切断したピペットチップで
培地ごとプラークを打ち抜いてSM b血(50 nM TriS･HCl (pH 7･5), 0･l M NaCl, 7 mM MgSOも0.01%
.gelatin) 0･5miに懸濁したoこれに数滴のクロロホルムを加え､ファージストックとして4℃に保存したo
得られたファージストックに対し4次スクリーニングまで行い､完全にシングルのプラークを回収し､純化を
終え､ 10クローンの陰性クローンを得た｡
得られた敵性クローンについては､エツペンドルフチューブに大腸菌MgSO4ストックを0.2 ml入れ､こ
れに高濃度の純化済みファージ懸濁液を加え､滅菌2号角シャーレでプレート培地の表面が全てプラー
クになるまで培養した｡培養後プレート培地の表面にSM b曲rを10 d入れ再びラップでプレートを包み､
4℃で12時間以上静置したo最後にプレート表面のSMbufferを回収し､ 100 p lのクロロホルムを加え､
ファージストックとして4℃で保存したb
:2)ファージDNAの調製
ファルコンチューブに大腸菌MgSO4ストックを0･2 mlとファージストック(1.6×108 pfu相当)を加え
37℃で20分間放置した後､ 3miのNZY液体培地を加え大腸菌が擦菌するまで37℃で振塗培養した｡
溶菌が確認できたらクロロホルムを100p l加え15分間振塗培養した後5,000 rpmで遠心を行い上帝を
回収した｡再度5,000 rpmで遠心を行い､完全に大腸菌を除いた上清にDNase I(10 ng/hl)を30 IL l
加え37℃で1時間インキュベ-トしたoインキュベ-ト後等量のPEG容液(20% PEG6,000, 2.5 MNaCl)
を浪和し4℃で1時間放置し､ 4℃､ 15,000 rpmで20分間遠心して上清を除いた｡沈殿にSMbuffeq300
Jnlを加え溶解し､エツペンドルフチューブに移し､フェノールークロロホルム処理及びクロロホルムイソア
ミルアルコール処理を行った｡回収した上清にlmlのエタノールを加え-20℃で20分間放置し､ 4℃､
15,000rpmで20分間遠心を行い､得られた沈殿を乾燥させ､ 20JL lのTEに溶解したo
:3)陽性クローンの解析
回収した各ファージDNAをSanで制限酵素処理後､電気泳動を行い､泳動パターンを調べたところ
EMBL3のright a-及びIe氏mと予想されるバンドが15 kb及び9 kb付近に認められたo回収した10
クローンの泳動パターンを比較した結果､ 2種類の異なる泳動パターンが見られた｡異なる泳動パターン
No･l(15 kb, 9 kb, 6 kb, 4･5 kb, 4 kb, 3 kb)を示すクローンを10-1､ No.2(15 kb, 9 kb, 8 kb, 4 kb, 3 kb, 1.5
kb)を示すクローンを10-2として､その構造解析を行った｡
1-2陽性クローン10-1の解析
敵性クローン10･1をSaEで処理後､電気泳動を行い､ mを除いた配列､すなわちA. o耶ae RB40
ゲノムDNA由来の4本(6 kb, 4･5 kb, 4kb, 3 kb)のバンドを回収精製したb精製したDNA断片をpUCl18
に挿入し､プラスミドDNAを回収した｡回収したバンドの3'側及び5側のシーケンスを行ったところ､ 3 kb
及び4 kbのバンドにS. cenw'siaeの血以L61とホモロジーの高い配列が､そして4 kbと4.5 kbのバンド
に渡ってmalTが含まれていることが認められたoそこで3 kb､ 4 kb､ 4.5 kbのファージDNAをサブクロー
ニングし､それぞれのDNA断片の塩基配列を決定したその結果､全長10,410 bpの塩基配列が決定で
きた(Fig. 3; malP-malTクラスター塩基配列はDDBJデータベースにaccession ntmbcr ABO44389で登
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10　　　　　20　　　　　30　　　　　40　　　　　50　　　　　60　　　　　70　　　　　80　　　　　90　　　　　LOO 1 10　　　　120
6TCGACTTTG CGGCCGATGC CAGATAGGAC GCCGCTGITG GTGGGGAGlT CGCGCTCCAT GTTGCCAGGG GCGGCGAGGG CACCGGCGGT GAGGCCGAGG GTTAGGATAG AGAGGACGGA
l30　　　　140　　　　150　　　　160　　　　170　　　　1 80　　　　190　　　　　200　　　　　2 10　　　　　220　　　　230　　　　　240
1仙CTTCATG GTGATGGAGT TGAGTTGATT CGACCGMA ACGGTMTA GCACTGIG仙人GATrGGu TGATACTAG AATGATGAAG AATGAGATGA TAGGATTGTA ATrTCCCA6A
250　　　　260　　　　270　　　　280　　　　290　　　　300　　　　310　　　　320　　　　330　　　　340　　　　350　　　　360
GATACTrGAG TGtemATA TCTCGCAAAC CTCACAmAG ACAAGCTGC TCC▲ATCCCC ▲GGTAACGAA AGATTGGAAT CGTGGTGCCT CAAATTGGA TGGmTCAAT TCCATGACAG
370　　　　380　　　　　390　　　　　480　　　　　410　　　　　420　　　　　430　　　　　440　　　　　450　　　　　460　　　　470　　　　　480
CTrAGCG6TA GGTTAGAATA TGAAGAAACC TAAATATCCG GTGATCGACG GGAATCGACT CGCCGACGGT CTGAAATTCC G66GAAGATC CCCCTTL;GAA ATTAGACrCA AAAAGTGGGT
490　　　　500　　　　　51 0　　　　　520　　　　　530　　　　　540　　　　　560　　　　　560　　　　　570　　　　　580　　　　590　　　　　600
GAGICATATC ∝CG6GT66C TGATGTTTGG AAACCCAICA CCTATACTrG TrrG6TAGGA ACICCATAAA CATG66C弘T CTTATAATIT ATTGAGTTAG TCCATGTAGT ATTCGATCAG
6 10　　　　620　　　　　630　　　　　640　　　　　650　　　　　660　　　　　670　　　　　680　　　　　690　　　　　700　　　　　7 10　　　　　720
CTTACTCCCA GCCICCGW CAAAAAGGGA TAGCAGATAT CITGCTACCT CGATTCCCGA CAmGAGCC CTGGCCTGIG AC仙TGACIT lATITTGAGG TGTTGGl弧CATCATAGAT
730　　　　740　　　　　750　　　　　760　　　　　770　　　　　780　　　　　790　　　　　800　　　　　8 LO　　　　　820　　　　830　　　　　840
AGTATCACAT AAATGACTTG AATTATATGT CTAGGCGTCT AGG6AAAGCG AGACGTGATC ATGTGTGCTA CCAGGGTTGT CTGAGACT∝: GAGTrGAGGG mACATCAAG GAAACGA仙6
850　　　　860　　　　　870　　　　　880　　　　　890　　　　　900　　　　　91 0　　　　　920　　　　　930　　　　　的0　　　　950　　　　　960
AAAATCAm ACTGATGTCA TAAGGCAGGT ATTCCTGAGT CATTGTGTAT ACGTCTGACT CAAAGTAGAT ATIAAAATCC AATAATGGAG GACAAGACCC GTCATrGATG AGGGTGCGAT
970　　　　980　　　　　990　　　1000　　　101 0　　　1020　　　1 030　　　1 040　　　1050　　　1060　　　1070　　　　1080
ATCCGACCAT GAGITGTCCA GCGATAACAA TTGAACm ATAGmTG ATTATCCACG AGGACACAAG GCCTTGAGTG ATTGGCATTC TTGGCATAGC ATATCTATCG GATCGTAGCC
L090　　　1100　　　1 110　　　1120　　　l L30　　　1140　　　1 150　　　1 160　　　1170　　　l L80　　　　u90　　　　1200
ACATTCCIGA mCTCA mGGAGATG GAATGATCA TCCTTGGCCll ATCTCTGACA AGACATATCC AGGGACTCCA TGGATGAAAC CTCAGCATCT TmGGGACT AGCGTACm
L210　　　1220　　　1230　　　1240　　　　L250　　　1260　　　1 270　　　1 280　　　　L290　　　1 300　　　13 10　　　1320
GGCTTATTCG CACGmAGA TTACATAATC ACTAATGAAT GATCACGTGA TTAACAGTAC AATTCATACG CATGTAATrT CAmAGTT CTCAAG山止T mATGTTTA AAAACAAATA
l 330　　　1340　　　1350　　　1360　　　1 370　　　1380　　　1 390　　　1 400　　　1410　　　1 420　　　1430　　　　L 440
ATCAAG▲lGA TrATATGAGT GACATAGATT ∝CTAGTCCT TAACCGICTT AGGAGCTCAA AGTGCAGGAT CTCGAATATC CGAGTAATTC TGCCATCIGA AATCGATACG AACTCCACCA
1 450　　　　L460　　　1 470　　　1480　　　1 490　　　1500　　　1 5 I 0　　　1 520　　　1530　　　1 540　　　1550　　　1 560
GCG6CACCCC CICTTTCAGG AAAATACGA ATCAGCGTCG CCTCTCAm CTGACCTCCC CTCGTTCTrC CAACTCCTGG TAC所行行GT CGCTTMCT TCCTATAATA TAAACATTCA
l 570　　　1580　　　1 590　　　1600　　　1610　　　1620　　　1630　　　1640　　　　L650　　　1660　　　1670　　　1680
ATATG66TGT CGAGMAAG ATCATTACCC GCGGTAGCGG CCCCTCTCCT GCCTCAGGCG ACAAGGTCTC CATCCAClnC Acc66CTG6A TCTAC払CCC TAAGAAGGCC AACAAGGGCT
l690　　　1700　　　1 71 0　　　1720　　　1 730　　　1740　　　1 750　　　1 760　　　1 770　　　　二780　　　1 790　　　　L800
T∝AGCGu GCAGTAAG∝ 66mATCCT CTGCCAGAAT CTTTGGTTTC TTATACG666 ACTTTGGAAT mAAGTTrG CCAATAGGTT T弘TAGTTCT AGATCGCCGG GGCG666TCC
l8 10　　　1820　　　1 830　　　1840　　　1850　　　1860　　　1 870　　　1880　　　1890　　　1900　　　19 10　　　1 920
ATTGGTTGTG AATATrGGTC AGGGGAAGGT TATCAAGGGT ▲CCTCTTm GAcc〟にACT TGGTATATTG ACTtTTGTTG CTAATGTGTr CTGCCCAGGT TGGGATGAGG GTGTCATGCA
L930　　　　L940　　　1950　　　1960　　　1970　　　1980　　　　L 990　　　　2000　　　　20 10　　　　2020　　　　2030　　　　2040
GATGAGCCTC GGCGAGAAGT CTACCCTGAC TATTACCCCG T仙GTTAACC CTCTGCGCGA ATGGAAATTA GCTTAATACT GACCATATTA TGTAG6rIACT ATGGCTATGG TGACAAGTAT
2050　　　2060　　　2070　　　　2080　　　2090　　　　2100　　　　2 I I 0　　　　2 120　　　　2 130　　　　3 140　　　　21 50　　　　2 160
GAACCCTGAA CATITATAGT CAATGAmA CACATGTTGG ATrGAACCTA ITCTAACCAT CTrCmATA GGCCCGCTG6 CAmATCCCT GCAAACTCTA CTCTGATCTT GTAAGTTGCA
2 170　　　21 80　　　　2 190　　　　2200　　　　221 0　　　　2220　　　　2230　　　　2240　　　　2250　　　　3260　　　　2270　　　　2280
AAGTCATTTA ATTrGGAAAT AGTGTTGTGG GATTAACTGT CTATTACAGC GAGGTTGAGC TTCTTAAGAT TAACTAGTGG CATCGCATTA TCAAGTGATC AAATAGTGGC TATAGAGAGG
2290　　　2300　　　　23 10　　　　2320　　　　2330　　　　2340　　　　2350　　　　2360　　　　2370　　　　2380　　　　2390　　　　2400
CGGCCCCGAT TlCAATGACT TTTCCCTm TCGGTACTTG CTACAGGGAA ACACCAGGTr GCATAGTATA TTGCAGAGCT CTAGGAACTT AAAAGATCTG CTTAGATGGA ACTCAAAGCA
241 0　　　2420　　　　2430　　　　2440　　　　2450　　　　2460　　　　2470　　　　2480　　　　2490　　　　3500　　　　25 10　　　　2520
TCCACTCCTC AATAGACTAT TICACCTCTT AGATCTATAC GGGGATAATC CCGGCCGCTT GTG66AAGTA TCAATTTCAA TGGTGTAGCC ATGCGAATAA TACAACAATA GCATCCATGT
2530　　　2540　　　　2550　　　　2560　　　　2570　　　　2580　　　　2590　　　　2600　　　　26 10　　　2620　　　　2630　　　　2640
GCAACTACGA ATCATrCCAA ACGAAATACA TCGAAAIGAT CTAATTCGAA AACCACAGCT GTATTGCTAT ACTAAATCAA CTCGTCAATT GTCCTTCATG GmAAGCAA GATACATTAT
2650　　　2660　　　2670　　　2680　　　2690　　　2700　　　2710　　　2720　　　2730　　　2740　　　2750　　　2760
AAGTCCAAGA GACCTTTCAA GTCCCACAAG TTATTTTCCC AGTChTTCG AACCGGAACA AGATACAGAC ATCAGAGAAG TTAAAAGCAC AAC66ATAGA ATAACACAAA CTCCCAACGC
2770　　　2780　　　2790　　　2800　　　281 0　　　2820　　　2830　　　2840　　　2850　　　2860　　　2870　　　2880
AmAACICCT CTTGCTCCTT ATTICATGAA TCGTCCJ止GT TCAAATrCAA ACCTTCACCA TATCATCCTT CCCCTCGCCC TGCAAATCCT CCAACCCAGT CTTAGCAGTC GCAAACTCCC
2890　　　2900　　　29 1 0　　　2920　　　2930　　　2940　　　2950　　　2960　　　2970　　　2980　　　2990　　　3000
TCGTCTTCAC CCCTCTCTCA AACAACAGAT CCAACTCAGC ATACGACCGT CCCTTAGGTT CTG6CAGCCG GAAGAACGAC CACGTCAAGC AGCAAACGCA GAGTGCACCC CAGAAGAhC
301 0　　　3020　　　3030　　　3040　　　3050　　　3060　　　3070　　　3080　　　3090　　　3 100　　　31 10　　　3 L20
cTGAmACC GCGCCAGTTC CATGCGTCGA CGTTCAGCAT ATACGGGATA ATGATTCCGG TGACGAGGTT GAGGATATTG TAGACGTTTC GGGCCAGCAC GACG6TCTTG GTACGGAGTC
3 130　　　31 40　　　　3 150　　　　3 I 60　　　　3 170　　　　3180　　　　3 190　　　　3200　　　　32 10　　　3220　　　　3230　　　　3240
TGGAGGATGC GATTTCGGAG ACGAGGGCGA AGCAGACGGG GCCGATGGAG GAGTCGTAGA TAAAGGTATA GACGAGAAGC ATGGAGCCGG TGGCCCAGGA GATGGCGGGT GTGGATGGAG
3250　　　3260　　　3270　　　3280　　　3290　　　3300　　　33 1 0　　　3320　　　3330　　　3340　　　3350　　　3360
cGATGGAGAC臥ICCCGATG ACGAATAATA CGATGGCTAG GATAAATAGA CCGCCGACGT AGAGGGTGCG ACGGCCG仙G TACGACATTA GTGTCCAGGA GACGAATGTC CCCACCACGC
Fig. 3陽性クローン10-1の塩基配列
全長10.410 bpの塩基配列を示した｡このうち､グレー字で表した配列は､上からそれ部一マルト一刀トミア-ゼ遺伝子
(mihJD ､マルターゼ遺伝子(/I血T) ､不完全な伝写因子遺伝子(JJ肋)を示す｡
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3370　　3380　　3390　　3400　　3410　　3420　　3430　　3440　　3450　　3460　　3470　　3480
CTAGGGCATA TTGCACGAGC GACATGGTGA AGCACrGCGA CN:GGCGAGA CCTGCGCGCT GGT仙仙GAC AGTCGA^TAG CCCATG^GCC CTGCGCC^CA TAGACTCTGC GCCGCCCATG
3490　　　3500　　3510　　3520　　3530　　3540　　3560　　3560　　3570　　.1580　　3590　　3600
CGCAGCAGGA GATTTCGGTT CGGCGTHGT CGCTmm GAAGCAGTCA AGCTAGGAGG TACC667TTC AGCACGTCGC TCGIGTGCGT CGGT6TATAC GATCATTGCG ACGGTTTCTT
36 1 0　　3620　　3630　　3640　　3650　　3660　　3670　　3680　　3690　　3700　　37 10　　3720
CGGCGTTGAA GTCTGCGm GCGCTGGTCA GTCGmCAI TGCCTTGACG GCATCTTCGC GGCGGTCTrG TCGAACGAGC CICCAGGG6C TCTCG柵CIG仙ICACC CCGAT臥仙
3730　　3740　　3750　　3760　　3770　　3780　　3790　　3800　　38 10　　3820　　3830　　3840
TGGCAATTGG CCAGATCCAC TGCAGAGCAA AGGGGATACG GTATGCCCAT TCATCGGTGC CCTCG6ccAG ACCCTTCN;C AC6ccAGAGG CGAGCAATrG lCCTAGCA∝ CAGCW6GT
3850　　3860　　3870　　3880　　3890　　3900　　391 0　　3920　　3930　　3940　　3950　　3960
TAACATAGGT GGTGAGATAT GCGCGCAATG CGACAGGGCA CACTTCGGAT GCGTATGTCA CAACG瓜GGT TTGGTATACA CCAAGAGGGA TGCCCATAu GAGCICGCCG mCGAGAG
3970　　3980　　3990　　4000　　4010　　4020　　4030　　4040　　4050　　LtO60　　4070　　4080
mGAATATT GGGCGCAAAG AACAGAATGA AAACGAAACC AACGGTCGCG GCAAGGCATG CCATCAGGGT CTTrCGGTAT CCCAm CTGAGACCAG TCCATl･GAGA AAAAGTCCGA
4090　　4100　　4uO　　4120　　4130　　4140　　4150　　4 160　　41 70　　4180　　4190　　4200
7AATCTGGCC GCAGGCCATC GCGTTGTTu CACCTGCTTG CCACCTAGCT TCGAGCCCAT ATGTCCCGTC GGACATGAGA CCTCCGTATT TTTCGTrGAA GGCAGGAAAT GCG▲GGAAG6
4210　　4220　　4230　　4240　　4250　　4260　　4270　　4280　　4290　　4300　　43 10　　4320
AACCGATAAG AACAACITCG TAGCCTTCCA TGATAATGGC ACAGGAGAAC AGAAGAGACC Ar6ccACCGC CTTCGnTAA AGTCTTAGCG CTTGCCATAG AGTCATCTCA CGTTCTTTCG
4330　　4340　　4350　　4360　　4370　　4380　　4390　　4400　　44 10　　4420　　4430　　4440
CAATGGCGGT ATGTGCCTCG CTACTGTTGG GCAGGTCGAT ATCATCATGC CTCGCTGG6T TATCGITTrC AATATGTTCA GACATAGCGG CCTTCTl.TGG AGTCATCTTG GGTGCGGTAT
4450　　　4460　　　4470　　　4480　　　4490　　　4500　　　451 0　　　4520　　　4530　　　4540　　　4550　　　4560
GCAATAGACC GAGCTGGAGC hTAGCGGAT GCAGTG61CG A1TGCGTGGA AAGTGAAG6C ACmCAGGC CCmATAGA AGCmCAGC AGGAATCAGA CCAC仙TCAA TGGCGmA
4570　　　4580　　　4590　　　4600　　　4610　　　4620　　　4630　　　4640　　　4650　　4660　　　4670　　　4680
TATGCACCTA 〟:CTGGAm TACGAGCATC TAAGTTCCCC GAGTCTGCGT GATTCCCCGC AGCATCCTCA GC▲肌A GGTGCTGTCC AGGAGACAAG GTTTTTCCCC AGATTCTCTC
4690　　　4700　　　47 1 0　　4720　　　4730　　　4740　　　4750　　　4760　　　4770　　　4780　　　4790　　　4800
TAGCGGATCC CC∝GGlm TTGAC66ccG A^TG6AGCGG TTTCATrGGC CGAATGTCGG GCCGlGAMA ATCAAAAGGC AATCG仙GAA TTGACTTCTG TGATAATTTA TGCTTGTm
48 10　　4820　　4830　　4840　　4850　　4860　　4870　　4朋0　　4890　　4900　　49 10　　4920
C仙CCCAGAA CCAATrTGAC GCAGACTCAA GCCAAATrAT TTGTTCCATT CA-TCCATAC CAATACC山C TCCGIGTCG6 ATACATAACA CTGAGGTGTA TrCTTGTM CATCCACCIC
4930　　　4940　　　4950　　　4960　　　4970　　　4980　　　4990　　　5000　　　50 10　　　5020　　　5030　　　5040
TGTAMGTC AAATGATGGG TCCGATGTGT TAGGAAACCC mGATAGGG GGGG6666GG G6ACmAGC AG666CAAAG GTGGGCCAAG CTmGATCT AGGGTCAICT CAATCACITG
SO50　　5060　　5070　　5080　　5090　　5100　　5 I 10　　5 L20　　51 30　　5 140　　5 1 50　　5 leo
6▲GTTGTCCA GACCCCWCT GCTCGGCTCG CIGTCCTCGA CCTCCTATTG GTCTGATGTC GGCCCGCGcc ▲CATATTAAT GAGGAGAA∝ CTAACTCTCT AACGCCACTA ACTGCGGCCG
5 L70　　　5180　　　5 190　　　5200　　　5210　　　6220　　　5230　　　5240　　　5250　　　5260　　　5270　　　5280
ACTTAGTCGG TTGmG6cc ATmATCTG ATAC肌uTC CGCTGCATGC ACATGTGCAT山TATGGTCA CTGTGCCCIT GG6A臥仙TG TAACATmG AA∝ATCT16 ACAACGGTCA
S290　　　5300　　　531 0　　5320　　　5330　　　5340　　　5350　　　5360　　　5370　　　5380　　　5390　　　5400
AGTGGGGTAT GGTCTrGTGG G6TTGGAGCT GGAGCCTGAT CGAAATCGC▲ TGGGCCTm ATGCAGGIGC GATXTCTTCT CGGGCCGACI TTGCG∝AAT CAAG▲GTCTC TATCGTATG6
5410　　　5420　　　5430　　　5440　　　5450　　　5460　　　5470　　5480　　　5490　　　5500　　　55 10　　　5520
ATCAACITCG IRCITGCC拡TTGTTATGGG AGGGTGTGCI TGGGAGGGTG TCCGAGTACC GTGACTTTAC TACTCACCAA GGCAGTTllX TATCTTTCCC TCCGACCW TTGATTTTGC
5530　　　6540　　　5550　　　5560　　　5570　　　5580　　　5590　　5600　　　56 10　　　6620　　　6630　　　5640
CAGAuGCCT TTCCTCCTCT ACCCTCCTCC CTTCATCTCC TATACCTCAT AGTCCTCCAA GATGTCTrXA GCCCC戚TTG GTGAAAAITG r,TWAAAhC TCmⅧATCr Ar･CAGATCTA
5650　　　5660　　　5670　　　5680　　　5690　　　5700　　　5710　　　5720　　　5730　　　Ei740　　　5750　　　5760
ccC鵬CCA打TTTA舶GACT CCAAt7仙TGA CGGCAⅧ GATAT∝ccG GTATTATt7TC CTCCCTT砧C lmATCACCA ∝CTGGGGGT AGACGT^^TT Tr6^Ⅷ11:CC CAATGTATGA
5770　　　5780　　　5790　　5800　　　5810　　　5820　　　5830　　　5840　　　5850　　　5860　　　5870　　　5880
CAGTCCCCAG TACG･ALCATGG GGTATG>･TGT eTCCGAmAT r'AGACCGTCT AC∝ACCATA Cr;T{LACAGTC CA独仏TGG.AJ.GTTCTCAT CG.A.CGAl;TGC CACCGTrTITr, GGCTGCGCAT
5890　　　5900　　　59 L0　　　5920　　　6930　　　5940　　　5950　　　5960　　　5970　　　5980　　　5990　　　6000
TATTCTGr,AC CTAGTCGTCA ATCACACCTC砿ACGAGCN: AA6TGGTTCA貼弘ATCGCG ITCATCAAAA GC舶G∝CCA WCGGXT,ATT6 67^TITt:T66 AAGCCTrXl,AA A㌦ACGACtt
6010　　　6020　　　6030　　　6040　　　6050　　　6060　　　6070　　　6080　　　6090　　　6 100　　　61 10　　　6 120
CAATGGAAAC r,T;(払Aじcc虻C'CA･4C仙CTrr f,CGCAGTATC TTCEJ'rJ'tXXX:A GIGCTTGGGA AIGGGACGAA GGAAGCGAAG AlTA1TATCT CCAmLlTrT TGC仙GGAGC AGCCAGACeT
6 L30　　　6 L40　　　6 150　　　6160　　　6 1 70　　　6 180　　　6 190　　　6200　　　62 10　　　6220　　　6230　　　6248
CAAeTGG8AG AACCAAGAGA CCCGT1-6TGC GATCTACt･AC TCGGCrAATGG AGTTTT防打GCAGAAGGJJT GTCGATGGAT TCCGTGTGGA CACGGTC瓜C ATGTACAGCA AGJ;ACCCTGA
6250　　　6260　　　6270　　　6280　　　6290　　　6300　　　6310　　　6320　　　6330　　　6340　　　6350　　　6360
GIACCCG払T GCGemGTTA TCGATCCfAA GTCGGAGACT CAdTGlCGC CGGCATIGTr CTGTMTGGA ∝YCGTATTC ATh･.AATWCT C･AGTGAr;ATG AACGAt;GTCC mr.･6･AAGTA
6370　　　6380　　　6390　　　6400　　　6410　　　6420　　　6430　　　6440　　　6450　　　6460　　　6470　　　6480
TGACGCTATrQ ACGGTGGGAr, AGCTGCCGAA eACGCACACT GTLl瓜TGCCA TreTGCGGTA TGTbTCAGCG GCG払GAACC AGCTr:AACAT GGTCTr:rAG TrCGATATeG TCGATCT伽
6490　　　6500　　　65 10　　　6520　　　6530　　　6540　　　6550　　　6S60　　　6570　　　6580　　　6590　　　6600
ACMG6AAAtl, GATTATAAAT TCTTGACTAtT GCTGCCGGGC T鶴ACCCTGC胤C一℃仙GACCGCTGTC AArtT･TACTC AAGTTATC/.T GA^GGrt,^CA GACGGTT66T CCACGGTmT
66LO　　　6620　　　6630　　　6640　　　6650　　　6660　　　6670　　　6680　　　6690　　　6700　　　67 10　　　6720
CACGGAGAhC払CGACCAGG GTr;GGTCCGI Cr(,TCGCTTT GGTTCCGAGA AGAC･(,T:CACA ATIGAGALTC ACnCGGCGA AGAmm･GC AATGAIGCAll GGCACGllGT CAGCCAelC.A.
Fig. 3 (続き)
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6730　　6740　　6750　　6760　　6770　　6780　　6790　　6800　　68 10　　6820　　6830　　6840
AnCAT｡TAC CAAGG｡tLIG6人仙11GG砧T GCTC姐ⅧCG CCAGAGAGCT GGACCAT"A t;GAATATAAA GACGTCGACA GCAr;AAACTA CTAtX;ALuT8 GTGCAG仙CA mCCAATM
6850　　6860　　6870　　6880　　6890　　6900　　6910　　6920　　6930　　6940　　6950　　6960
cGACCCGCTe, GAGCTGGA弘CTGCGATG姐GTCACTCCAG CGmCGaA r,AGA∝ATGC CC66CrrCCC AT弧GTGGA GCTCTG戚AC TCtLTGr/:GGA TTCrCCTCCT CAG･tW払亡
6970　　6980　　6990　　7000　　7010　　7020　　7030　　7040　　7050　　7060　　7070　　7080
ATGCATGCrTT GTCCAT弘TA ACTACCCCGA払TWCGT^ A心GTGCAGG ArT仙GGATGA CTmCCGTC TTf.TCI.rTTCT GGAW:舶GT TAmんICT8 CGTMrtAt",T ACGCC弘rX:T
7090　　71 00　　7 1 10　　7120　　7 130　　7140　　7 150　　7 160　　71 70　　7 L80　　7 190　　7200
(JITTCGml T Gt;GGAmtG AG･.ATmGGA CGAtiGCAM GAGAAGGTGT TCACC-ATAT CAAGu,･AGGG eAG姐GCAAT CGGeCTTGAT CGTmitAAC TTCTCGGACG ATACACrGAIl
72 10　　7220　　7230　　7240　　7250　　7260　　7270　　7280　　7290　　7300　　73 10　　7320
Am舶GCAA CCAGmGGGG TGCAAGATGC CWrrT(汀TG CTGCGTAACG mAAG鵬A TTTGW舶G TTGCAGCCAT TTGllGGGACrT TGTGCTTCTA mTAGITGI TAGmAT仙T
7330　　7340　　7350　　7360　　7370　　7380　　7390　　7400　　7410　　7420　　7430　　7440
GACTCTG6TA GTACTmGA CTGMAAAT GGTTCTTCGC TCGATGG6AA TATNAAAGA AATTGAAAAT AGCCCAAGTA TATG瓜TGCC TCAGGCCACC GCCAAG6CGC TAAGGCACGC
7450　　7460　　7470　　7480　　7490　　7500　　75 10　　7520　　7530　　7540　　7550　　7560
TATCCAATAT鵬･LmGtGl･,;.I_i 7姐G･.i.a.qGGt･.･ (<･(<rCCrJ･｡G ATGmCCIC TTAmt,･i･C･&. i Cl.13･･姐.4-i-.&･G ･･･Tl･:}謎TGl.A-ど ･L･ltJ.GP･:1'･rtTtl･ ㌻･L･G:I).-1-:}lAT(･ C･.A.tiG:.i;ll:.A:::: r ㌻C㌫Cl:Tl･11'･
7570　　7580　　7590　　7600　　76 LO　　7620　　7630　　7640　　7650　　7660　　7670　　7680
.A.C.::Ai･Al A.･1.S ･･JT;,4(:Cミ･i･,a,I:(･ {.tJ L･cc･払･l.1.L･ltlJ･･J･tJtAm ll･(,T･ L･tJC.Jm･ l･･LTr･;ItJT;･紙.G A･!I･.(I(･!,.･,伽Tr･･iF･i.fJ{.･At:A Tli^^ (: Lltt}r CTGCACATAC ACCGATAATC GACTCGCGCG
7690　　7700　　77 10　　7720　　7730　　7740　　7750　　7760　　7770　　7 780　　7790　　7800
ATCACGGAAA CICGCGCTTC GTCGGGCAGA AGTTATCTCG AAACATAAGA TCAATCGACT mACTGTCT GTCAGTGGCG GCGGATATCA GGAAGGATGC AACGTATTCC AGTAmTCT
781 0　　7820　　7830　　7840　　7850　　7860　　7870　　7880　　7890　　7900　　79 10　　7蛇O
AGTCAAATCC AACGTTTATC ATCCACACTT IC〟止TGCCA GCTCCCCAGT CAACCTTCAA CGGGCGCGCT GCCTGmCA AGAGCGCAGT CTAGCAr,TCC CA仙TGGGAG AGTGAGGm
7930　　7940　　7950　　7960　　7970　　7980　　7990　　8000　　80 10　　8020　　8030　　8040
TCCACTTCCC CmACTTCT TAA仙GATAAAACGA AGAACAmC TAGCTCGAGT CCAGATGCAA GGCCCCCTAA瓜打GGTCTT GTTTCTGAGG ATCCTATGAT CTCGCTCAAT
8050　　8060　　8070　　8080　　8090　　8100　　8 i 10　　8 120　　81 30　　8 140　　8150　　8 160
TACATGATG6 cmGCGGCC GCGGTGTGCC GCCTCWGA TGACCTTTCC AAGCTGCGCG TG66TGGAAG AmMACA GATGCCATCG CAAGCCTTCG TGTCCAGCTA AGCAAAGGAG
8 i 70　　8180　　8 190　　8200　　8210　　8220　　8230　　8240　　8250　　村260　　8270　　8280
GCAAAGAAAC CGTGAAACTA G6AGAAmG CTCAAGTCGT TCCTAAG66A GGCCGCATGG TAACTATACT GGCTACGGAA GAAGATGTAA GGCTTTmG TCCCTTCGGA CCGT仙CCTG
8290　　8300　　8310　　8320　　8330　　8340　　8350　　8360　　8370　　招誠0　　8390　　8400
GATCCTCCCT TrGCTCTCGC TITTCmAA TAGCTCTTTC TGACACGATT GACAGCACAT TAWCCATA ACTrCGGCGG TTGTGTCTTC CGACCTL;TCC TTGACACCCC AGCCAGACGC
8410　　8420　　8430　　8440　　8450　　8460　　8470　　8480　　8490　　8500　　85 10　　8520
GCAThTTCT CTGCAACTGA ATATACCAAT CCCACCGCCG ACAAAAGAAT CACTGGGATC AGACAGTTAG TGmCGAAA GCGGCTATGG AAAAGGCCAC AGCGGCAGTC CGCGACTCCA
8530　　8540　　8550　　8560　　8570　　8580　　8590　　8600　　86 10　　8620　　8630　　8640
GAGGCTCCGT ACAC〟止CGC mCAGGATA TGCAGAAGAA GAAAATAGCT AGACCG6ATG ATGTTCGGAA AGCCAGGAAC AGATGGAM G6TAACGGAG AAAG6ccAAA GGGAGGTGAG
8650　　8660　　8670　　8680　　8690　　8700　　87 10　　8720　　8730　　耶40　　8750　　8760
GGATCTTm GAGGCAGCAA AGAAGGCGAT GGAGAG6GCA TAACCTGAAG CGm6CGAG AAATGTGTrT TGTGAATGAT TGTAAmTr GGGCATCAAG GTTCCGTGCC AACGTCACTA
8770　　8780　　8790　　8800　　881 0　　8820　　8830　　8糾0　　8850　　8860　　8870　　8880
CTTGCGATGT GACTCCAGTA CCTGACTTAC AGTATG仙TT GCTCG6CATA TGTACCAATA TATGGAATTG AACAATMA CACTAGTGCT AATGTACAAT GACCTCTC瓜GAGTGTmG
8890　　8900　　89 10　　8920　　8930　　8紺　　8950　　8960　　8970　　8980　　8990　　9000
GCTCGCCTCA CTGGGCGAGC TGAAGACAGG AGTGATTCCA CmTGCAAC AAAmTG肪CTCTTACCGG CTGCmATA AGACTCGm mCTGAGAT TCTTCTTCAC TTCACTGAGA
9010　　9820　　9030　　9040　　9050　　g060　　9070　　9080　　9090　　9 100　　91 10　　9 120
ATAGGCGAGG CGGCTTTrTC AGTACTGAGT TrGGGATAAG CTCCTTGGAT GAAGCATTGC ACTAAAGACT TCCTGTCCTC CACACTCAGC GGAATAAAAC CGACGTCCTC GGGTTCTACT
9 130　　91 40　　9 150　　91 60　　9 170　　91 80　　9 L90　　9200　　92 10　　9220　　9230　　9240
AAATCGCCTT TCCGmGCGA GTAATTGTCT GCACGCTm GGGAGAGTTT CTTCGCCTCT GCTATAGCCT GTGCCTmC CTCCTCGTCG AGAAACTGAA CAACTGTCC CmWAGC
9250　　9260　　9270　　9280　　9290　　9300　　93 10　　9320　　9330　　9340　　9350　　9360
C∝ATGCCCA GTTCATAAGG.ヽGTAACATAA CCAmGGAA AGCGGTCACT TAGAAAAGAT AATTTmAA CAACCTCGGC TGTATTCGCA GTCGTACCCG TGGGAAMA GGGCC仙GTT
9370　　9380　　9390　　9400　　941 0　　9420　　9430　　9440　　9450　　9460　　9470　　9480
TCCITCAGGT TAGAGAAGTC AGGAGCCTG6 GGTTCGTIGC GGCTTGGCGT TGGCCTTGAT TTCTCAGCGA GTTCGCGATA TACATTCTCA ATCTGAGAGC TATCGCTrTC TTCCATATCC
9490　　9500　　951 0　　9620　　9530　　9540　　9550　　9560　　9570　!)580　　9590　　9600
GTATmTCG AACGTTGAGG TCGTCCACCT TrTCGTATT TGGG6GCTGA CGACTmCT G6666TCTCG GCCTCCGAGC GCGAATGGAT GGTCCC'･TGC GCGGGCTTCG CAACGAGGTA
96 I 0　　9620　　9630　　9640　　9650　　9660　　9670　　9680　　9690　　卯00　　97 10　　9720
cTCCrAAGGA TGTTTGTAGA mGCCAm GCTGAAGGGG CCGCGAGAGA TCTTGCGTCG AAAACGCGTC GAGGACGAG6 TTTGTCAGAA TCGGTTmC TAGAATTAAA TTGGCTGGTG
9730　　9740　　9750　　9760　　9770　　9780　　9790　　9800　　98 10　　9820　　9830　　9840
GAAGGTrGCT CrTCCTTG仙GGAGCGC臥G AAGATGAGGC CCCCGAGGGA AGAGATCGAG CTTTAGGAGC ATCGTTGCCT AC仙AAGTCA GGTGGATATA GACACAAATG AGATAGCGAT
9850　　9360　　9870　　9880　　9秒0　　9900　　99 10　　9920　　9930　　9940　　9950　　9960
GATCmCGG CCTTN:CGGA TTGACTG6cc TCmCGCTC GTCCTTGAAT G6ACGAGAAC TGGCGAATCG GATAAAGACA TCCTTmCC AGTCTT^CAC GCTCATGGCG GATAAGTTTG
9970　　9980　　9990　　LOOOO 1001 0 IOO20　10030　10040　1 0050　1()060　1 0070　10080
GTGCGAAGTT GAAACATCTT CAACGCCAAC AAGCTATATG GGCGTTG6AC TGAAGTTAGT ACGATTAGTG TAACGAAAAT GTTCGTTGTC TTCCCGAAGT ACAAAmGG TCACGTGGAG
Fig. 3 (続き)
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10090　10100　10 u 0 l0120　10 130　10140　10150　10 160　101 70　10 1帥　10190　10200
TCCGTGTGCG TCACCGGGTG TGGmCCrC CGCATGAm山GGGGCm TTGTTCAGCA GTTCmTCT GmCTAAAC TAGAATAACr CGGGCAGTAC TCCTGTCTAT ITCGATAATG
1021 0　　LO220　10230　10240　10250　10260　10270　10280　10290　10300　1 03 10　　LO320
CTTCGCCGCI AGCmCIGC MAGCTATA ACGTCTGAAG ACCTCGCGAC GmGAGGAC A∝CGAmC GCAAATmC CCAAGAGAAT仙GAC=ACG ITCACGTC仙GAACAGmC
LO330　1 0340　10350　10360　　LO370　10380　10390　10400　　LO4 10　10420　　LO430　10440
AAATTTGATC CCAGTGATGA GCTGAAGCCT TTACCAG6CG ATAAGCCJuG AATTGTCCGG TCGCGCG▲防▲臥GGATM GTTAAGTCGA C".. ‥ ‥. ‥ ‥..
Fig.3(続き)
録した)o塩基配列からタンパク質のコード領域を推定したところ､敵性クローン10･1にはmalTの他に､
耶alTとは逆向きに転写されると推測され､ S. CeTeVisiaeの肋L61と高いホモロジーを示す配列malPが
存在していた｡また､ maZTの下流には推定アミノ酸配列が典型的なZinc bin.wlca, motifを示す､塩基配
列(maLRA)が存在することが分かった｡
塩基配列と推定アミノ酸配列を対応させることにより､ malTはcDNA配列と同じであったことから､遺伝
子にはイントロンが含まれないことが示された｡ (Fig. 4)また､ maZT遺伝子のプロモーター領域には､発
現に必要とされるTATA box, CAAT boxが存在していた｡
-624
CCCTrAGATAGGG66666666666　-づ01
-餌O GAmAAGCAGGGGCAAAGGTGGGCCAAGCTmGATCTAGGGTCAACTCAATC瓜ATGGAGTTGTCC瓜ACCCCTGCTGCTCGCCTCGCIGTCCTCGACCTCCTITTmTGTCG l481
-480 GCCCGCGCCACATATTAATGMAGAACCmACTCTCTAmGCCACTACTGCGGCCGACmGTCG677GCTrGGCCITTmTCTGATAC臥仙TCCGCTGCITGCACATGTGCATA　-36 1
-360 ATATGGTCACTGTGCCCATGGCAGAAATGTAACITTTG6AACCATmGACAACGGTC仙GTGGGGTATGGTmGTGGGGTTGGAGCrGGAGCmATCGAAITCGCATG6GCCTCm　-241
-240 7GCIGGAGCGATXTCTTCTCGGGCCGICATTGCGCCAATC仙GAGTCTCTATC81XTG6ATCAACATCGTACATGCC瓜TTGTTATGGGAGGGTGTGCITG6GIG佑TGTCCGAmCCG　-1 2 I
-120 TGAmAmCTCN:CAAGGCAGTTITATATCTTTCCCrCCGACCAAGTTGATTrTGCCAGAAAGCCTTTCCTCCTCTACCCTCCrCCCTTCATCTCmTACCTCITAGTCCTCCAA6　-I
L ATGTCTCCmCCAGTrGGTGAAAAATGGTGGAMCTCCATCATCTACCAGATCTACCCAGCCAGTmMGACTCCAACAATGACGGCATCGG･:GATATCCCCGGTATTATCTcc　120
1 M S P A P Y G E K Y I K N S I ∫ Y Q I Y P A S F RJ) S N N D a I a A I P a I I S　　40
12 1 7ccCTTGICTATATCA∝lGCCTGGG6mGACGTu-GGATCT∝CCAATGTATGAC瓜TC∝CAGT▲CGACATGCGCTITGATGTCTCCGATTIT6^GAGCGTCTACCCACCITAC　240
4l S L A Y I T S L a VJ) V I Y I S P N Y D S P O Y D N a Y D Y S J) Y E S Y Y P P Y　　80
24 1 6ccACIGTCCAGGACAT66AAGTTCTCATCGACGAGTGCCACCGTCGTGGGCTGCGCATTATTCTGGACCTAGTCGTCuTCICACCTCGCACGAGCIL:AAGTGGTTCAm6AATCGCGA　360
81 a T V Q D ～ E Y L I J) E C Ft R R a L R I I L A L Y V N H T S H E月　K Y F a E S R　120
36 L TCATCM∝仙GCGGGATTGCTATATCTG6AAGCCTGCAAAATACGACGCCAATGGAACCGGAAGCCACCCAACAACTG6CGCAGTATmCGGCGGCAGTGCTTGGGAA　480
12l S S K A S P K R D I Y I Y K P A A Y D A N G N R K P P N N Y A S I F G G S A Y E　160
48 1 766GN:GAAG6AnCGAACAATATTATCTCCATmTmGCAAGGAGCAGCCAGACCTCAACTGGGAG-AAGAGACCCGTCGTGCGATCTACGALTCGGCGATGGmTmGGCTG　600
lらl I J) E G S E E Y Y L H L F C 氏 E Q P D L N Y E N Q E T 氏 R A I Y D S A N E F T L　　200
60 1 CAGmTGTCGATGGATTCCGTGTGGACACGGTCAACATGTACAGCAAGCACCCTGAGTACCCGGATGCGCCTGmTCGATCCCAAGTCGGAGACTCAATGTCGCCGGCATTmC　720
201 0K G Y D a F R Y D T Y N ～ Y S K EI P E Y PJ)A F. Y I D P K S E T Q AI S P A L F　240
72 1 TGTAITGGACCTCGl-ATTCATGAATACCTCAGTGAGATGAN:GAGGTGCTTGCGAAGTATGACGCTATGACGGTGGGAGAGCTGCCGAACICGCACACrGTCGATGGCATTCTGCGGTAT　840
241 C N a P R I EI E Y L S E ～ N E Y L A K YJ)A LI T Y a E L P N T N T V♪G I L R Y　280
84 1 GTGTCAGCGGCGCACAACCAGCTC仙CATGGTCmCAGTTCCATATCGTCGATCTCGGACAmGAAGGATTATAhTTCTTGACTACGCTGCCGGGCTGGACCCTGCCGGAACTCAAG　960
281 Y S A A O N q L N N Y F O F D I Y J)L a q G K A Y K F L T T L P a Y T L P E L K　320
96 I ACCGCTGTCAAG66TACTCAmTTATCATGAAGGGGAC▲臥CGGTTGGTCCACGGTCTTC▲CGGAGAACCACGACCAGGGTCGGTCCGTCrCTCGmGGTTCCGACAAGAC∝CAGAA loco
321 T A Y 氏 a T O Y I打K a T D a Y S T V F T E N EI D O a A S V S R F a S E K T P E　360
I 08 1 TTGAGAGTCACCTC66CGAAGATGCTTGCAATCATGCAGGGCACGTTGTCAGGCACTCAATTCATCTACCAAGGCCAGGAAATTG6CATGGTCAATGCSCCl肌;l∝汀GCACCATCGAC 1200
361 L R Y T S A K N L A ～ N Q G T L S G T O F I Y O a Q E I a N V N A P 氏 S Y T I D　400
L20 I 8AATAT仙AGACGTCGACA6CACAAACTACTACCAAATGGTGCAGAAGAmCCAAl･AACGACCCGCTGGAGCTGCAGACTGCGATGAAGTCACTCCAGCGmCGCGAGAGACCATGCC 1320
401 E Y a J) YJ)S T N Y Y Q ～ Y O K I S Zq N D P L E L E T A X K S L Q 氏 FI 良 D fI A　440
1 32 1 CGGmCCCATGCAGTGCAGCTCT弘GACTCITGGTGGATTCTCCTCCTC娼AAAGACATGGATGCGTGTCCATGATAACTACCCCGAGATAAICGnAAAGTGCAGGWAAGGATGAC 1440
441 R L P N O Y S S E T p G G F S S S E K T Y ～ R Y H D N Y P E I N Y K V Q E a J) J)　480
1441 TCTTCCGTCTTGTCGTTCTGGAACAmTTATTCAICTGCGTA-AGTACGCCGACCTGTTCGTmTGGGGAmCGAGATCTTGGACGAG6CAAAIGAGAAG8TGTTCACCTATATC 1560
48l S S V L S F Y K O Y I O L A K E Y A D L F Y F a D F E I LJ) E A ～ E K V F T Y I　520
1 56 1 AAGCGAGGGCAGAAGC仙TCGGCCTrGATCGTATTAAACTTCTCGGACGATACACTGA山TTCAAGCANCAGCTGGGGTGCAAGATGCCAAGGTmr3CrGCGTAACGTTGAmAT 1680
521 K A G q K O S A L I V L N F S J)J) T L K F R Q P A a V O D A K Y L L A N Y E G D　560
1 68 1 mAN:GAGTTGCAGCCATmAGGGACGTGTGCTTCTATmAGTTGATAGAGATAATGACTCTGGTAGTACTmGACTGAATAAATGGTTCTTCG･:TCGATGGGAATATANAAGAA 1800
561 L N E L Q P F E G A V L L F　書　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　576
i 80 I ATTGAAAATAGCCCAIGTITATGAGTGCCTCAGGCCICCGCCAAGCCGCTAAGGCACGCTATCCAATATAAATCTGGGGTAAGA6AGGCGGGGCCCACユATGTCTCCTCTTACCGACATC L920
L92 I GCAAGCTAGATCGATGCITATCGTCGCCGTAGAACCATGGAGGACCACCmGACCTCGAGTACACAAGGCATGC
Fig･ 4麹菌マルターゼ遺伝子(man)の塩基配列及び推定アミノ酸配列
ストヅブコドンは書で､推定TATA Lx)X及びCAAT Lx)Xは下鞍で示した｡
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li L2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GTGATTGAGTT
一朝O GACCCTAGATCAAGAGCrTGGCCCACCTTrGCCCCTCCTrAAGTCCCCCCCCCCCC∝CTATCTAAGGGTnCCTAACACATCGGACCCATCATrTGA=TmACAGTGGTGGATGmA
1480 CAAGAATICACCTCAGTGTTATGTATCCGACTCGGAGTTGGTATTG6TATGGAATGAATGGAACAAATAATTTGGCTTGAGTCTCCGTCAAATTGGTT=TGGGTTGAAAACAAGCATAAA
-360 TrATCACAGAAGTCAATrCTTCGATrGCCTTTTGATTCTTCTCGGCCCGICATTCG6ccAATCAAACCGCTCCATTCGGCCGTCAAAAATCCG666661TCCGCTAGAGmAATCTG666
1240 AAAAACCTTGTCTCCT66mAGCA∝TGCATTCTGCTGAG6ATGCTGCGGGGAATCACGCAGACTCGGGGmAGATGCTCGTATAGTCCAG6TrAmGCATATGAAGCGCCATTGA
- L20 TTGTGGTCTGATTCCTGCTGCAAGCTTCTATWGGGCCTGTATGTGCCTTCACTTTCCACGCAATCGTCCACTGCATCCGCTATTGCTCCAGCTCGGrCTATTGCATA∝GCACCCAAG
1 ATGICTCCAGAGAAGGCCGCTATGTCTGAACATITTGAAAACGATAACCCAGCGAGGCATGATGATATCGACCTCCCCAACAGTAGCClGGCACATACCGCCITTGCGAAAGAACGTGAG
1 A T P E R A A N S E H I E ～ D N P A A tI D D I J) L P Zq S S E A H T A I A K E A E
12 I ATGACrCrATGGCAAGCGCTAAGICTTATCCGAAGGCGGTGGCGTGGTCTCTTCTGTTCTCCTGTGCCATrATCATGGAAGGCTAC6ATGTTGTTCTrATCGGTTCCTTCCTCGCAm　240
4L N T L I O A L A L Y P 氏 A Y A Y S L L F S C A I I N E a Y J) Y V L I G S F L A F　　80
24 1 ccTGCmCWGAAAATACGGAGGTCTCATGT∝GACG6GACATATG66CTCGAAGCTA防TGGCAAGCAGGTGTTAN:AACGCGATGGCCTGCG6:CAGAmTCGGACTTmCTC　360
81 P A F N E K Y a G L H S D G I Y a L E A A Y O A a Y N N A N A C a Q I I a L F L　120
36 I AATGGACTGGTCTCAGAGCGCTTGGGATACCGAAAGACCCTGATGGCATGCCTTGCCGCGACCGTrGGTTTCGTmCATTCTGTTCTTTGaCCCAArATTC〟mGTTGTCGGC　480
121 ～ G L V S E A L a Y 氏 良 T L N A C L A A T Y a F V F I L F F A P N I Q T L Y V G　160
48 1 6AGCTCmATGGGCATCCCTCTTGGTGTATACCAAACCCTCGTTGTGACATICGCATCCGAAGTGTGCCCTGTCGCATTGCGCGCATATCTCACCACCTATGTTAACCTTTGCTGGGTG　600
161 E L F N G I P L G Y Y Q T L V V T Y A S E Y C P Y A L A A Y L T T Y Y N L C I Y 200
60 1 CTAGGTCAATTGCTCGCCTCTGGCGTGCTGAAGGGTCTGGCCGAGCGCACCGATCAATGGGCATACCGTATCCCCTTTGCTCTGCAGTGGATCTGGCCuTTCCCATTTTCATCG6GGTG　720
201 L a Q L L A S a Y L K a L A E A T D O Y A Y 氏 I P F A L Q I I Y P I P I F I a V　　240
72 I TrTCTGGCCCCCGAGAGCCCCTG67GGCTCGTTCGACAAGACCG∝GCGAAGATGCCGTCAAGGCATTGAAACGACTGACCAGCGCTAACGCAGACTT:AACGCCGAMAAACCGTCGCA B40
241 F L A P E S P Y Y L Y 氏 q D A a E I) A Y K A L R a L T S A N A D F N A E E T Y A　　280
841 ATGATCGTATACACCGACGCACTCGAGCGACGTGCTGAAACCGGTACCTCCTACCTTGACTGCTTCAAGAAAAGCGACTTACGCCGAACCGAAATCTC(mCTGCGCATGCGCGGCGCAG　960
28L N I Y Y T J) A L E A A A E T a T S Y L D C F a K S D L A A T E I S C C A V A A Q　　320
96 I AGTCTATGTGGCGCAG6ccTCATGGGCTATTCGACTGTCrTTTACCAGCGCGCAGGTCTCGCCGTGTCGCAGTCCTTCACCATGTCGCTCGTGCuTATGCCCTAGGCGTGGTGGGGACA 1080
321 S L C a A a L ～ a Y S T Y F Y Q A A a L A Y S O S F T N S L Y q Y A L G Y Y G T　　360
108 1 7TCGTCTCCTGGACACTAATGTCGTACTTCGGCCGTCGCACCCTCTNGTCG6CGGTCTATTTATCCTAGCCATCGTAmTTCGTCATCG6GTTCGT=ⅧCATCGCTCCATCCACACCC 1200
361 F Y S T T L N S Y F a 氏 R I L Y Y a a L F I L A I Y L F V I a F Y S I A P S T P　　400
120 1 GCCITCTCCTGGGCCACCGGCTCCATGCTTCTCGTCTATACCTTTATCTICGACTCCTCCATCGGCCCCGTCTGCTTCGCCCTCGTCTCCGAAATCCCATCCTCCAGACTCCGTACCAAG 1320
401 A I S Y A T G S N L L Y Y T F I Y A S S I G P Y C F A L Y S E I P S S R L 氏 T K　　440
132 1人CCGTCGTGCTGGCCCGAAACGTCTACAATATCCTCAACCTCGTCACCGGAATCATTATCCCGTATATGCTGAACGTCGACGCATGGAACTGGaCGGTAAATCAGGTrrCTTCTGGGGT L440
441 T V V L A A N Y Y PI I L N L V T a I I I P Y N L ～ V D A Y N Y R a K S a F F I G　　480
1 441 GCICTCTGCGTTTGCTGmGACGTGGTCGTTCTTCCGGCTGCCAG仙CCTAAGGGACGGTCGTATGCTGAGTTGGATCTGTTGTTTGAGAGA6666T=AAGACGAGGGAGTTTGCGACT 1560
481 A L C V C C L T Y S F F A L F' E P K G A S Y A E t･ D L L F E R G Y a T 氏 E F A T　　520
156 I GCTAAGACTGGGTTGGAGGATTTGCAGGCCCAGGGGAAGGATGATATGGTGAAG6mGAATTTGAACTTG6ACGATTCATGTAATAmGAGCAAGIG ;TGTTCTTGCGTTG66AGTTrG
521 A K T G L E D L O G E G K J) D ～ Y a Y　事
1 80 1 7TAAACCATGAAGGACAATTGACGAGTTGAmAGTATAGCAATACAGCTGTGGTTTTCGAATrAGATCTTTTCGATGTATTTCGTTTGGAATGAmC･=TAGTTGCACATGGATGCTATT
1 92 1 GTTGTATTATTCGCATGGCTACACCATTGAAATrGAIXCTTCCCACAAGCGGCCGGGATrATCCCCGTATAGATCTAAGAGGTGTAATAGTCTATTGAG6^GTGGATGCTTTGAGTTCCA
204 1 TCTAAGCAGATCTmTAAGTTCCTAGAGCTCTGCAATATACTATGCAACCTGGTGTTT∝CTGTAGCAAGTMCGAAACAGGCAAAAGTCATT臥仙TCGGGCCCGCCTCTCTATAGCCA
2 16 1 Cl.ATTTGATCACTTGA1uTGCGATGCCACTAGTTAATCTTAAGAAGm仙ccTCGCTGTAATAGN:AGTTAATCCCACAACACTATTTCCAAATTAJUTGACTTTGCAACTTACAAGA
228 L TCAGAGlnGAGmGCAG6GATCTTGCCAGCG6CCCTATAAAGAAGATGGTTAGAATAGGTTCAATCCAACATGTGTAAGTCATTGACTATATATGTTCAG66TTCATACTTGTCACCAT
240 1 AGCCAT▲GTCCCTACATAATATGGTCAGTATTAAGCTAATTTCCITTCCCGCAGl砧GTTAACTTACGGGCTAATAGTCAGCGTAGACTTCTCGCCGAG6CTCATCTGCATGACACCCTC
252 1 ATCCCAACCTGGGCAGAACACATTAGCAAC仙仙GTCAATATACCAAGTGCTGGTCAGTAIGAGGTACC
Fig. 5麹菌マルト刀1-ミアーゼ遺伝子(man)の塩基配列及び推定アミノ鼓配列
ストップコドンは書で､推定TATA box及びCAAT boxは下線で示した｡
また､ maZPは1,620 bpのopen readingfrane(ORE)をもち､その推定アミノ酸配列から540アミノ酸残
基(aa) ､分子量が約60 kDaのタンパク質をコードすることが判明した(Fig. 5) ｡データベースとのホモロジ
ー解析の結果､ maWの推定アミノ酸はS. cerevisiae MAL61と43%という高いホモロジーを示した伊ig･ 6)a
tlydropadty profile解析及び予想されるタンパク質二次構造から､ MALPは11個の膜貫通ドメインを有
することが示唆された(Fig. 7) ｡
サザンブロッテイング解析によるmaIPのコピー数の確認を行ったところ､ NS4株から回収したゲノム
DNAをSan, R>nI, Pstt, EcoRIで制限酵素処理､電気泳動､ブロッテイングを行い､サザンブロッテイング
解析を行った.プローブはmalP断片を用いたoその結果､各制限酵素で処理した全てのレーンに二本
のバンドが確認できた0
-方､ maLRA配列はストップコドンが翻訳開始点より+114 bpの位置に存在し､現在までに報告されて
いる転写因子と比較してコード領域が非常に小さく､ ma訳』は機能していないことが示唆された(Fig. 8, 9) 0
10
??????????
?????????? ??
しかし､後述するように､この配列はゲノムDNAライブラリーの構築の際に､ Sau3AIによる異なる部分分
解産物が結合して生じたardfactという稀なケースであることが判明し､実際には完全長のmaLRがmalT
の下流に存在していた｡
MALP 1 NTPE1-------KAAM一一一S-EtlIENDINPARHDD I -----DL-一一一一P　　26
加IA1-61
h4All 1
l H-a-GLSS-LIN-RXKDRNDISHLDE I ENGVNATEFNS I別EEQGKKSDFDLSHLEYGP　　54
l MLHXI DNRKFFI HFKQNSKAEL IQYNYYNKGQNtmSSSSVLQKDTKQVD IEllREEAS　　60
書.　　　　　　　　　　　　　　　‥‥　*　　　　　　　　　　　　*. . .
2 7 NSISEAHTA I一一一一一A一一-KEREMTLVQ--一一ALR-LYPXAVAYSLLFSCA I I肥　　67
55 GSLIPNDNNEEVPDLLDEAMQDAKEADESERG班Pu(TALE-TYPKAAAVSLLVSTTLIQE　1 13
6 I S柑)QFVDQNALLDSFLGD-VDVLMLEKSMSLLERLRQVt肝KAV(押SLNGSTGLIKE　1 19
. . .*. .***‥***.I. .書.*
68 GYDVVLIGSFLnPAFNEKVGGL-WSDGTYGLEARVQAGVNNANACGQI IGLFLNGLVSE　126
1 14 GYDTAILGAFYAl.PVFQKKYGSLNSNTGDYEISVSVQIGLCLCYmGEIVGLQVTGPSⅥ) 173
1 20 GYDTAFINNLFAl.PIFRTTFGEYNQANDIVEIPSlⅣQIGLGMCVACGEI IGLQITGIFAD　1 79
***‥　‥ . *.**　‥*　‥　. ‥.　**.*. . ‥*.I.**. .*　.
1 27 RLGYRKTu仏CLAATVGFVFILFFAPNIQTLVVGELFMGIPLGVYQTLVVTYASEVCPVA　186
174 ⅧGⅣRYTLIMAl.FFLAAFIFILYFCKSLGMIAVG恥LCGKPVGCFQCLTVSYASEICPLA　233
180 RYGYRLVLIAGLVLLIAFNFILYFANSLTMIAIGQILSGIPVGSFQTLCVSYASEVCPLV　239
. 辛.*.*=　書. .**♯*.書. ‥　‥‥*. . *.*.* .書.**.*榊.*‥
187 LRAYLTTYVNLCVVLGqLLASGVLKGL-AERTD-QVAYRIPFALQYIVPIPIFIGVFLAP　244
234 LRYYLTTYSNLCVTFGQLFAAGIMXNSQNKYANSELGⅧLPFALQYIYPLPLAVGIFLAP　293
240 LRYYLTTYINLCVLIGqVIAAGVLKACQEtnANDELGVRLPFALQVIVPVPLIVGIYLAP　299
●■.÷i÷÷÷ ■●■■　■書, ■.■‥● .　‥　‥‥‥÷÷⊥÷÷÷÷モモ　■. .■‥●■■
245 ESPVVLVRQDRREDAVEALKR-LTSANAD-FN-AEETVAHIVYTDAl.E-RRAETGTSYLD　300
294 ESPVYLVKKGRIDQARRSLERILSGKGPEKELLVS肥LDKIKTTIEKEQKMISDEGTYYD　352
300 ESPVYLVRKGRIDQAXRSVTRILTLPTSEKDKLTDIKITKNRMTVEKENRuSESSSYND　359
*******".*‥.*　‥.書.I.　　　　　　　　　‥　*..*. ‥　.**
30 I CFKRS-DLRRTEISCCA甘AAQSLCGAGLMGYSTVFYQRAGLAVSQSFTMSLVQYALGVVG　359
353 CVEDGINRRRTRIACLCVIGQCSCGASLIGYSTYFYEKAGVSTDTAFTFSIIQYCLGIAA　4 12
360 CFK-GIDARRTRITCLTmQNLTGSALHGYSTYFYEKAGLDTSAAFTFSIIQYVIGIVG　4 1 8
*.*　‥. ***.**. *　*　‥*. 辛.***.*‥*書. ‥ .**.*‥**.*‥.
360 TFVSVTLMSYFGRRTLYVGGLFILAIVLFVIGFVSIAPSTPAIS恥TGSNLLVYTFIYDS　4 19
4 13 TFVSYYASKYCGRFDLYAFGLAFQAINFFI IGGLGCSDTHGA-KWGSGALtmAFFYⅣL　47 I
419 TLTSYFLSSRAGRFTILFVGVFFQTIVNFITGGLGFSSSEGA-SVGAGSMLLIYNFFYNS　477
+..**.... ～+....　*日...+. ～..*日. . . .+... ～..～... *.+..
420 SIGPVCFALVSEIPSSRLRTKTVVLARNVYNILNLVTGI I IPYMLNVDA冊ⅣRGKSGFFV　479
472 GIAPWFCLVSEMPSSRLRTKTIILARNAYNVIQVVVTVLINYQLNSEKVNYGAKSGFF甘　53 I
478 TLGPVVYCVVSEIPSDRLRTKTWLARNSYNLIAIVNSILTPYNLNSDQVNVGAKTGLFY　537
..**‥‥***.料.*榊..**** **.　* .‥.*.*‥　***‥*.書.**
480 GALCVCCLTVSFFRLPEPKGRSYAELDLLFERGVXTREFATAXTG-LEDLQGEGKDDm　538
532 GGFCuTLAYAWDLPETAGRTFIEINELFRLGVPARKFKSTKVDPFAAARAAAAEINVR　591
538 GGLAAISLVYAYFDLPETKGRTFAELDELFltQRVPARKFNSTHVEP-SLVRQ一一----　588
*‥.　**. ‥***‥*‥.*‥.耕　.*‥書.* .... .
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592 DPKEDLETSVVDEGRSTPSWNX
588 --I-------------
Fig. 6麹菌と辞母のマルト刀1-ミアーゼのアミノ敢配列の比較
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Fig. 7マルトスパーミアーゼMAL61とMALPのHydropathy profi一e
矢印はIW叩d program (Pred拙on of Trarmqnbrane Regims and伽entatbn (http://www･dl･embnet･
Drg/SOftware〝MPRED_fbrm.hhl) )にわて推定された膜貫通ドメインを示す｡
l AAAGTGaGGAGAAGGATGACTCTTCCGmGTCGTTCTGGAAACAAGmmAACTGCGTAMAGTACGCCGACCTGTrCGTCTrTGGGGAmCGAGATCTTG6ACGAGGCAAAT　120
K V O E K D D S S Y L S F I K Q Y I O L A K E Y A D L F Y F a D F E I L A E A N
12 1 GAGAAGCTmCCTATATCAAGCGA66GCAGAAGCAATC66ccTTGATCGTATT-cmTCGGACGATACACTGWTTC-ccAGCTGGGGT∝AAGATGCCAAGGTGm　240
E K Y F T Y I K R G O K Q S A L I Y L N F S D J) I L K F K Q P A G V q D A K Y L
24 1 CTGCGTAACGTTGmlTTTG山CGAGmCAG∝lTTTGAGGClCGTGTGCTTCTATTTTAGmATABABAT仙TGACTCTGGTAGTACmAGACTG･uTAAATGGTTCTTCGC　360
L A PI V E G D L N E L O P F E G R V L L F　事
36 1 TCGATGGGAATATAAAAAGAAmGMTAGCCCAAmTATGAGTGCCTCA66ccACCGCCA-GCTAAGGCACGCTATCCAATATAAATCTGGGGTAlr,AGAGGCG66GCCCACG　480
48 I ATGTCTCCTCTTACCGACATCGCuGCTAGATCGATGCATATCGTCGCCGl･AGAACCATG6AGGACCACCCTCGACCTCGAGTACACAAGGCATGCGACGCGTtX:GGACGAAGGAAm　600
N E D u P R P A V tl K ･1. C i; A r; 1, ㌢　tt　-i""I;'
60 I CGCTGCAATGGCCAGCAACGATGCCAGCAATGTGAGCACATGGCCmGTCTGCACATACACCGATAATCGACTCGCGCGATCACGGAAACACGCGCTTCGTCGCGGAGAAmATCTCG　720
R C　声.3　中O A C O O C E u ～ G L tJ C T~~亨　T D I A L　▲一　S I L甘▲　L R A 6 I I I S
72 1 AAACATAAGATCAATCGACTTmCTGTCTGTCAGTGGCG∝GGATATCAGGAAGGATGCAACGTATTCCAGTATTATmGTCAAATCCAACGTTTATCATCCACACTTACAAATGCCA　840
R H K I N Tt L. L L S Y S G a a Y O E G C N V F Q Y Y L Y K S N V　+
84 I GCTCCCCIGTCAACCTTCAACG666ccGCTGCCTGCTrCAAGAGCGCAGTCTAGCAGTCCCAAATGGCAGAGTGAGGTmCCACTTCCCCmACTTCTTAAt;AAAMATAAAACGA　960
96 I AGAACATTTCTAGCTCGAGTCCAGATGCAAGGCCCCCTAA
Fig. 8不完全な転写因子遺伝子のアミノ敢配列
酵母及び糸状菌の転写因子に特徴的なzinc binudear motifをグレーで示した｡
loo°
Cys6 Zinc finger motif
Consensus
MALRA EmCDACGZmCyGQQR CQQCEHMGもVC℡Y
AEFergMuS AMYR WD甘CRRKZRCSREIJP CDRCQRLLL SCSY
S･ cereレ痘痕e MAL63　　　　RQACDCCRⅥmRⅣRP CmCZQRⅣC℡YI･
GAL4　　　　五QACD I CRLmXC SXEⅩPKCJu;CLX即WE CRY S
Candda sUcl　　　　　℡RPCD SCSFRmCDMX℡P C SRCV皿KC℡即
Fig. 9不完全な転写EEI子と辞母の転写因子のzinc binuclear motif領域の比較
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ト3陽性クローン10-2の解析
陽性クローン10-1と同様に､陽性クローン10･2をSaE処理､泳動後､ファージに挿入されていたバンド
4本(1.5 kb,3 kb, 6kb, 8kb)を回収し､各々をpUCl18に挿入した｡回収したバンドの3'側及び5側の'
シーケンスを行ったところ､ 1.5 kbのバンドにA pwm'LicusのsugRとホモロジーの高い配列､ 6 kbには
wdA, sugRと高いホモロジーを示す配列がそれぞれ含まれていることが判明した｡そこで1.5 kb､ 6 kb､ 3
kbのファージDNAをサブクローニングし､それぞれのDNA断片の塩基配列を決定した.その結果､全
長9,435 bpの塩基配列が決定できた(Fig. 10;クローン10-2のDNA断片の全塩基配列15,366 bpに
ついてはDDBJデータベースにABO72433として登録した)｡塩基配列からタンパク質のコード領域を推
定したところ､陽性クローン10-2にはnadA (putative NADH oxidase gene) ､ hxL4 (hexose trznspoter gene)､
glcA (α-1,6-glucosidase gene)､ sugtHsugarregdator gene)からなるA. pdrasiticus sugar utiliZ血on gene
3lustwと非常にホモロジーの高い配列が含まれていることが分かった(Fig. I 1) ｡
naLuの配列を決定したところ､ A. parasiticusのnaLuとはDNAレベルで87%という高いホモロジーを
示したが､推定アミノ酸配列を比較すると40%のホモロジーしか示さなかったo A. panwih'cusのnadAと
の比較により､ A.OTyZae nadAではフレームシフト変異が起こっていることが示唆され､そのため推定ORF
内にストップコドンが生じており､中途半端なタンパク質として比較されたことによる｡途中に生じているスト
ップコドンの後半の塩基配列をアミノ酸配列に翻訳すると､ A. parmitimsのNADAと90%以上の高いホ
モロジーを示すものの､その中には多くのストップコドンが見られることから､ A.olWWのnaLuは機能し
ていないpseudogencであると考えられる(Fig. 12) ｡
hxdの配列決定の結果､ 2つのイントロンを含む1,701 bpのORFからなり､推定アミノ酸配列より513 aa､
分子量約56 kDaのタンパク質をコードする遺伝子であることが推測された｡推定翻訳開始点より97 bp上
流にCAAT boxが､ 206 bp上流にはGC boxが存在していた伊ig. 13)a BLAST検索によりホモロジーの
高いタンパク質を検索したところ､ A. ParLWiLimsの肌と98% ､ KIZPerDmyCeS lactis及びS･ cerevZlsiae
の-キソーストランスポーターとも高いホモロジーを示した(Fig. 14) ｡そこで､ hxdは-キソーストランスポ
ーターであると予想されることから､ Hydropathy pro丘k解析を行ったところ､ 10個の膜貫通ドメインを有
することが推測された(Fig. 15) 0
glcAの配列からは､同様に2つのイントロンを含む1,943 bpのORFからなり､推定アミノ酸配列より586
aa､分子量約67 kDaのタンパク質をコードしていることが推測された｡翻訳開始点より108 bp上流に
CAAT boxが存在していた(Fig. 16) ｡コードされているタンパク質GLCAのホモロジー検索を行った結果､
S. cerevisiaeやBacilZusのα-1 ,4-glusosidasc､ α･ 1 ,6-glusosidase､ sucrose-isonaltaseといったglusosidase
タンパク質と40-60%の高いホモロジーを示したことから､ A. Oryzae GLCAは糖化酵素をコードしている
ことが示唆された(Fig. 17) ｡
sugR配列を決定した結果､ 1つのイントロンを含む1,521 bpのORFからなり､推定アミノ酸配列より507
aa､約54 kDaのタンパク質をコードしていることが示唆された(Fig. 18)｡ホモロジー検索を行ったところ､
AMYRやMAL63といったsugar regAntorと高い相同性を示した(Fig. 19) ｡ N末周辺の推定アミノ酸配
列に､真核微生物の転写因子に典型的なzinc binuclearmotifを有していることから､調節転写因子をコ
ードしていることが示唆された｡
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10　　　20　　　30　　　40　　　50　　　60　　　70　　　80　　　90　　100　　1 10　　120
GGATCCTG仙TTAATGTTGA CGGmATT GTATAGTACG TCAGAAGCTG GAAGGGCTTG TTGAAGTCAT ATGCAGCTTG CATCTCGTCG GGGGTAGCTC CCAAGGCCCA CAGCGTCAAA
l30　　1 40　　150　　160　　170　　180　　190　　　200　　　2 10　　　220　　　230　　　240
AcATGGTGGC TAATGTGGTC TIGTCCACTG GTCAGTAGAT GCACCGCTGT GTCTCAATCA GGATACCCAC TGTG6AATCC CACAATCTCG TCGTGAJuGC TGTGAAAm CGAGCGCG6T
250　　　260　　　270　　　280　　　290　　　300　　　310　　　320　　　330　　　340　　　350　　　360
TGTTCATGAC TIGATCCGAA GCCCTGTCTG CGCTTCTCTG CTCCAGCm TCAACATGAG TGAAACCTGG TGTGTCCGTT GCIGAGAGCT GGATATTCCA AGGAGTGGCT TGATATGGTC
370　　　380　　　390　　　400　　　41 0　　　420　　　430　　　440　　　460　　　460　　　470　　　480
ccTTCm66 GTCTGGTTTG CCAGCGACTG CTGGTGaTG CGATCCCATG TTGTCACTCG TATCTCAm ATGCAATATC TCGTmCTA CCATGAACCC CIGGACCm CGCCCTTCAT
490　　　500　　　510　　　520　　　530　　　540　　　550　　　560　　　570　　　580　　　590　　　600
6TCCACCTCC GACTAATm TITGCTmG GCAATGmC CTTCGCTGAC CGAACACTCG CAGTGmGG CCATrAGGG CAGAGAGCAC TA6766TCAT CmTCTCAA ATCCATTAGA
6 LO　　　620　　　630　　　640　　　650　　　660　　　670　　　680　　　690　　　700　　　7 10　　　720
CTTTGACATG TrTCCAGm GACmAAAGC CCIGTGGGGT mGGTTCAT CGTAACTCGA CAAGGGGAAA GATTAGACAT ATAGTCTCAA ITumTGA TWGTCAAC TAGAGCCTTG
730　　　740　　　750　　　760　　　770　　　780　　　790　　　800　　　8 10　　　820　　　830　　　840
ACGTTTTAAC ACATAGTAGC CCATCTACCA TTCATACCAT CCACGTCCTT ▲AGGAmTT GGAAATACTG ATTAGCTAAT GATAGGCCTA TCGAAGCAAT TCGTGCTGAG ATTGTACCAA
850　　　860　　　870　　　880　　　890　　　900　　　91 0　　　920　　　930　　　940　　　950　　　960
ACACrTCTAC CCACCACTTT TCACTCCACC TCATGGCTCG AGCCGCACAA GCTGTCGACC CTTCGCCGCT GGGTGAACCC TTGAAGmC ACTTCGCCCG GCGCTCCACC CCAAATCGTT
970　　　980　　　990　　1000　　LO10　　LOZ0　　1030　　1 040　　1050　　1 060　　1070　　1 080
TCCTCAAGGC CGCCATGAGT GAGCGGATGT GTTCGTGGTC GGAAGAGAAC CCITCT- GTGGGATACC AAGCAGTGAG mATAGAGA CCTATCGTAC CT6666此GG GGCAACATAG
1090　　1100　　1 uO　　1120　　1 L30　　LL40　　1 150　　1 L60　　1170　　1180　　L190　　1200
CCGCAATTGT GACTGGGAAT GTCATGATCG ATCCCAACCA CATCGAAGTA GAGGGAAACC CGATAATCCC GCCTAGCGCT CCATTCTCAG GAGAAClim TGCTCAGTTC ACGAATCTAG
1210　　1220　　1230　　1240　　1250　　1260　　1270　　1280　　1290　　1300　　13 10　　1 320
CTGCTGCTGC CCGTGCMT GGATCATTu TACTGG瓜CA AATCAGCCAT CCAGCACTGT CAACCGAAAC CGATCAGTGT CAGCGATGTG CC▲CT66ATA CCAAGAATAT GGGGAACACC
1330　　1340　　1350　　1360　　L370　　1380　　1 390　　1 400　　14 10　　1 420　　1430　　1440
TTTGCCmC CTCG6GCTGC TACCGAGCAT GA(;ATCAAAA ATATAAmC G66AmGm CACGCGGCCG AGmCTAGA TAGA∝CGGA TACGAlWA TCGAATTGCA TGCAGCGCAC
L450　　1460　　L470　　1480　　1490　　1500　　1 510　　1 520　　L530　　1 540　　1550　　1 560
GGmTCTGC TGAGCCAGTT TCTCTCACAA GCGACGAATC TCCGAAGAGA TAAATACGGA GGCAGTCCTA CGAATCGCAT GCGmCATT CTAGAGATCC GTGCAGCAAT CACGGA6AAT
1 570　　1580　　L 590　　1600　　L610　　1620　　L630　　1 640　　1650　　1 660　　16 70　　1 680
GTCCGTCCGG GlmATAGT TGGGATCAAA AmACAGTG TCGAGTTTGA GCCAGACGGG ATTGTTCGTG ACGAGGCCTrr GGAACTGTGT CGTGCGCGTG ArTGAGCACGA ATTCGACTTT
1 690　　1700　　L 7 LO l720　　1 730　　1740　　1 750　　1 760　　1 770　　1 780　　17鮒　　1 800
GTGGuTTAT CTGGAGGGAG ATATAAGAAC TTGGACGAGG ATGATACTGC AAAGCATGTC ATATCGAA6A AACACGAGGC TGTAAGCTCT CTCGAmA CGCTTTCCGA AGTTGGGAGA
1 8LO l820　　1 830　　1840　　1850　　1860　　1 870　　1 880　　1890　　1900　　L9 10　　L 920
TACTAAMA GTCGCCAGTT CTTTCTCGIT GTTGCTCAAA AAGTTGmC -TCCmACC AAGATGAmT CmCCTTAC AGGAGGATTC CGCTCC^CGG CTGGAATGGT TGACGGCATT
1 930　　1940　　1950　　1960　　1970　　1980　　1 990　　2000　　20 10　　2020　　2030　　2040
GGGmCGC GTCCATTCTG TCAGGAGCCA TrCCmGCC ACGACATATT GAGTGGCAAG ATACCTGGCG CCACAATTCC GGmTGGAT CAGCTCJuTT ATCAGCTCGC TGTTGCAGCC
2050　　2060　　2070　　2080　　2090　　2100　　2 I 1 0　　2 120　　2130　　2 140　　2150　　2 160
GCATGCATTC AAATGAGACA AATTAGAAAC AATGT6CAGC CGATGGAm GAGCTCCCAG GACGCGGTAG ATGCTGTCAC TGCAGCGGTT AAGGGTlGAT TGGAGCAAAA GGCGAmAC
2 170　　2L80　　2 190　　2200　　221 0　　2220　　2230　　2240　　2250　　3260　　2270　　2280
CGGTCTGAAG AGGCGTTCAA GCCCCCATTC TrACCTGAAC ATGCGGATCC CTTATGAGTC CAAGCTTAGA CCTCATG6TA TACTGTTGCC GCTCGTGCAC GTGTACCGAC CTCTG6TGCA
2290　　2300　　231 0　　2320　　2330　　2340　　2350　　2360　　2370　　2380　　2390　　2400
CGGCAATAAC CATmAACA TAGCATATGC ATGACATCCT CTCATmAG CGCTAGGAAC TACCCCAAAT ACCTTACTCC GCTAAGCAGT TCTl-ATTTTC GCAGGAGTGT IGCCAAGCTG
2410　　2420　　2430　　2440　　2450　　2460　　2470　　2480　　2490　　2600　　25 10　　2520
CMTTmC AWAIGAGT AGAGAmAT CGAmTGTA GGTGATTCTT AGATGTGTTC CCTTGCTGAG GTGTGTTGGA TGCACTCGGT ATATTCATTG GTmGACC GCAAATAAT
2530　　2540　　2550　　2560　　2570　　2580　　2590　　2600　　26 10　　2620　　2630　　2640
GAAAGTAGCA GWGCTCCT ATrTCGGAAT AGGGmAAT AGTAACTAAC TmTAACCA TTCAGmTA CACATAAAAC ml'lI･I･../ttiTL'} 'lmt判.･JtT･ r CCl･Llrril. ･/1日tGG兵Gu●'r; i
2650　　2660　　2670　　2680　　2690　　2700　　27 I 0　　2720　　2730　　2740　　2750　　2760
Al･1,TT.･CCTCH･紬-:-(.C始T GAT=tr.:I;.･∝C A311 ll;i-;.i:T GT･qCL-Tll:-{･T CT･=7抑･;､･t, SL4･こ･=ATl.I-･!.!棚7,G･bL.=掛･ ll!lTCTC⊂TCt- A:ニTGTG lG;HJITでTrrTCl･: i-I;Ll･/I･t,TICp･CA
2770　　2780　　2790　　2800　　281 0　　2820　　2830　　2840　　2850　　2860　　2870　　2880
A:I.I:. L･･Il1.>1.:I.u Ttl1.,(I..:1.･4.1,紙じA･r A._A.(1,.>tJqC A抽し.i.lIf;()r Ai知･{･.A･･A･･;lA放免乞･.-Tl･ l･ ;1日.TllATu･･t AJ･ (;(-･qG･qC･=i･･A･;･ (,召(I(;;713約･i.ltT･ rTJG'ITJJA ･･t･I･･!tzt"'}(;(･R:･X i r･1: ;"tt.>tTr!Gミ
2890　　2900　　291 0　　2920　　2930　　2940　　2950　　2960　　2970　　3980　　2990　　3000
itaI;11･.iAI･.::: TT,a_A.1:G.>._1.A_A rflllCrl･SGTlll CC･亡姐G LL.GA.ATl･･{qLA:rriXL･T I.JTri.･Al,cc･(;G l･Al･::;::娘･汀3.ll;Al･-31･･i;i･･il<･･r Al･1-Gt-31'溢TFI F.:GT･'11･-};i:L'･i'CG l･LJ,･払i･lAl･'･ A/F脳Gf,A･AT
301 0　　3020　　3030　　3040　　3050　　3060　　3070　　3080　　3090　:I 100　　31 10　　3 120
G∝.a.こ如･.I-1･'CICTGCt一山. !IGCTrT訪Tt-. {J･TrT.4･TTl:GT ･.六･t･LtG･4･C33-I-1･･,･t･LIGGJt･LA GTll:A,CA∝= T細島{･Ill･IT･tLC- :脱.･t･7･tJ･(.zl ･41払GTrJこ1.I:'･A ∝幻･:Ll.･tr-llf･ Fl∝3･:C.TllJ-t:-I
3 130　　3 1 40　　3 150　　3L 60　　3 170　　3180　　3 190　　3200　　32 10　　3220　　3230　　3240
1;l･:..;TArrTC HJ1.I.3.lA;.lIT･.･1.C GGCllF.:itmC.SCGGl.ll.;ごAil･A･ C I GfJl1 77ごぐA･ CGC･=TGl･-･d i.･{･ CCC･L･lSGTTi.I;A TTtlqlCC･.rum.(･y itT (R～G, [･L･Gl,I. TT･:･ttrl ･SuL･ i G｡ ll:f';よit(<･･i･ ㌻･=li鵬.'dTt～GG ≡
3250　　3260　　3270　　3280　　3290　　3300　　33 1 0　　3320　　3330　　3340　　3350　　3360
･3._･1..I,(.ilT.a.Gi泌._･tIl!,TG.4.C.i.C･:T=l･{!･rT.tlC始舶T=t･.'TC:i Gこ舶lG.･q･T･.I:.･lI C4133A･CrT=.{!･ TL{･AT-,;- Tr,714･CSTAtlI1 ･t･TⅧ7:A:- It:-TrNr･)11こき7=l･･I･:ーCCCCIA〔 l吋:tlrrACn･bt
Fig. 10陽性クローン10-2の塩基配列
全長9′435 bpの塩基配列を示した.このうち･ルー字で表した配列は上からそれぞれ･ NADH oxidase遺伝子
(nad4) ､ hemse bTanSFX)rter遺伝子(hxB4) ､叫Iucosidase遺伝子(gM) ･転写因子遺伝子(sz^91)を示す｡
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3370　　　　3380　　　　3390　　　　3400　　　3410　　　　3420　　　　3430　　　3440　　　　3450　　　3460　　　3470　　　　3480
I.TTCi●娘LlL･(. TJj1●Ci'i●t''AL.I: lTX;CTTIJt''77 GT.:tIiTGAAIT'C品茄.犯CW-t' .iJ.I ll,t'L',tTこじih.--i'･.ACITJ.tGT Tr三I.VL7IGCllC.3ATi-_I.1 ;tf. LT, CAじ?.71,1:(.;ttJ 〟uArf(●(.A.311品CTG舶1､1､･1.tt･ i
3490　　　　8500　　　　35 10　　　　3520　　　3630　　　　3540　　　　3560　　　3560　　　　3570　　　:1580　　　　3590　　　　3600
61-･ATTt'rvAC3 TST･1･17;'舶言てこCL-.･tT(41･TLIG ･:366･1･JJ.;;GA TTTGC.･1,..{<''C CTこGTCTl.'(qI CTC-T.=CT77('ACACGAGCCA ;1;lTCGG3こTT 7:､T馳こGA T(,!t,;1.TitC-て･:･= T=4.Il:-品.I.C†C･.i.
3610　　　　3620　　　　3630　　　　3640　　　　3650　　　　3660　　　　3670　　　　3680　　　　3690　　　　3700　　　　37 10　　　　3720
hLl.lJr.!1(JGGA叙′･t.ll..JIt..'･ rTG ･3人仁.･1. ll.6[;TlA 1:.XAA●rF.''(.GrX; AIJi:打l=.A..BG Ll ,qCTTrr IIiLT.(, IICJtl AiLJLA..AJi LTl拡入札11 ･1. (.;ItX,'cc献A I.(. i.VJCATA(I(.'●.1.(.Y.rX:AC'fA ど I. ●.A.(,6 t'.3 cci
3730　　　　3740　　　　3750　　　　3760　　　　3770　　　　3780　　　　3790　　　　3800　　　　38 10　　　　3820　　　　3830　　　　3840
T({･.A.A..AIL:4.でrilこlTC･TCACA.Al.- 11'亡亡.i.CG.i.TGt.'rG'LTIl'C･.A. r･3.53 (ITAlrTC.qlST AriTrhLla･GC Gl'>'IGnlAにiq.S TCTril-.lCA1AAA lSl:(:CAt_;ぐでtlt,.A. i.A.(;(;(.:.lTでLl, CGA I TC71.:GT TCCA点AGAAil.
3850　　　　3860　　　　3870　　　　3880　　　　3890　　　　3900　　　　391 0　　　　3920　　　　3930　　　　3940　　　　3950　　　　3960
8∝.LL.lGi-･.I-I:- Cr'.i.CSGTTr,I I ;~GCTT:GATI.'/.{GCTC31:GA ･}:I.!1.TC.i.TGAT ･:,(:.;､指.tlTC訊き,.T強､払Cp.=砿AT･.lTTGCG S･:CG舶;1,Tlu T:I:Gt-.-. ll,:i.T.A.C3,8iAG1 7lJ1.舶丁,良,WG.-.T;-.
3970　　　　3980　　　　3990　　　　4000　　　　4010　　　　4020　　　　4030　　　　4040　　　　4060　　　　4060　　　　4070　　　　4080
.iJF.:AT甘'C㌻C CCAGrS'AAA●‡.i.CCAt'.追払TC･.A I CAGAだrE- Cr.点TGTTllGA Gt't I :I_TAT†ごTCC･･:･:G.i.I-:a- 1r汀CGC.4}_I-_- TATAGGCGGT Tlll',ht, ilC.4･;(.'mGrAT.i.･:･S TJ'し'J i;ALX.,TG.A
4090　　　　4L OO　　　　4 u O　　　　4120　　　4130　　　　41 40　　　　4 L50　　　4160　　　41 70　　　4 L80　　　　41 90　　　　4200
1311=4.:-/,(,CTT:;礼.･lL･h･l'(･払丸久.:TT.･tl:!t,i'ItT.a. 33払(..･lf'rClL GGAGCl:i:'1,TT Ch.T･:3}_･All'ri~ CCJ5.7こATA(.11~ CJt7773.:TGl 1 !tt:I.CSt-AT3CA.･1!..:~Z..T.A.i.:こきT■-J,(.GCCGAA ATT:'..,弘cc-･:
42 I 0　　　　4220　　　　4230　　　　4240　　　　4250　　　　4260　　　　4270　　　　4280　　　　4290　　　　4300　　　　43 10　　　　4320
i llJ･;'StJt:EL''f l('■王(. 1. 1 tltl.tA ill hl:･-ik lT.TJ兵C rfL iiT.1,日tJ LI TT'Jik●.1.I,･fJ,'iT; CCUi;ThTl:･(,;I rCCAT以lJL.Y..VIGA丸.JAZL.At .･.I;ITJ'L'∝Ai'lじl､(,.ltJt;.I.t･:Cie_ TGGTGTCAGT AACAAAGGGT
4330　　　　4340　　　　4350　　　　4360　　　　4370　　　　4380　　　　4390　　　　4400　　　　44 10　　　　4420　　　　4430　　　　4440
ACTGTTAM ATICTGCTGG ACTTCAAm GGCGGGAW ACIGCTlGTG ATTCCCTrAA ATClGTTGG6 AGAGAACATT GCAGTGTGAA AGIGAACAAA GATWN:GG TCAGGGAATA
4450　　　　4460　　　　4470　　　　4480　　　　4490　　　　4500　　　　45 1 0　　　　4520　　　　4530　　　　4540　　　　4550　　　　4560
GTTTGGTCTT AT▲GACAACG ACTGGGATAC GAAGAGCCGG GAACAATTCT AGmGCAA TTGCCACCCC GGCTTCCCCA GITC▲CGTTG CCCTGTATGG AGl山脇TGTC TGGGGCAAAA
4570　　　　4580　　　　4590　　　　4600　　　　4610　　　　4620　　　　4630　　　　4糾0　　　　4650　　　　4660　　　　4670　　　　4680
GTATCGACGG TTGTCTAllAC CATAAAGGAA CTIGACCACI GTGG66CTGC GC1-AAGCCCT CCCGGGTC山GCGCAT66TG G6CACC山TG ACAmGCA CGCCGGTGAG ATrCCCGGCG
4690　　　　4700　　　　4710　　　　4720　　　　4730　　　　4740　　　　4750　　　　4760　　　　4770　　　　4780　　　　4790　　　　4800
TAITTCCTAG CuGATTTTC GGGGAGATTC CC66TGAGIT TTTCG6CAGG GTGGGAAATG G▲臥CACGCG GCTCGGCTAC AIGGTACATT CAAmTAC AATGCGCACA AGTGT∝CCT
4810　　　　4820　　　　4830　　　　4840　　　　4850　　　　4860　　　　4870　　　　4880　　　　4890　　　　4900　　　　49 10　　　　4920
TCGCAGCGAC AACGATACGT CACTTCGCAA TGTGTTTCCC GCTGGCGAIC ATAAITATGC CAACTACCAC CGCTCAGATG GG6AATAGCr G6TTCmA AGCACACAGT CTTTACCATC
4930　　　　4940　　　　4950　　　　4960　　　　4970　　　　4980　　　　4990　　　　5000　　　　50 10　　　　5020　　　　5030　　　　5040
GAGAAATCGT CGmCGAT蔓IaCA〔【CAITH:I.CAAGA【AC.蛸TCATCrlJtLI T(1.TTlJ.TG【G G(7.7T!;GTGGA l}.I-.Al.I.!'J:CTC ･TJTtlT.4TCAG ATTT>.717亡tlIG CTTtTTTl:Lltlt AG^〔T亡CAA r
5050　　　5060　　　5070　　　50m　　　5090　　　5100　　　SuO SL20　' sl30　　　5140　　　5150　　　5160
tJGCGATLtGT.W･ TC(芯CGhT.qT Cry,'Cj;GGA'r王ltl(JTCGGA虻■rrrl'.W;T.tCLtT GAlUlll(;CCTI GGffL'l I.4(1.tTl､ TA.A_4T rt'llJCT CTrr(r.GlITtl C71118.6●汀X.(: CGCAtlGW,GL.I t;ATGGr^～i.qT,
5 170　　　　5 1 80　　　　5 190　　　　5200　　　　5210　　　　5220　　　　5230　　　　5240　　　　5250　　　　汚260　　　　5270　　　　5280
6ATC'TCrCrG ACTATTATCC･.LJ.TTt-_lil.CCC ･:CGI At;i右TA CAGTCt'.;AAil'.A CGvIAG.i_Tr;rG CTCLI TCAt;C. GTTr.A.CATCA Gl:GAGGGATG AS.ATA●訳;I C.i. Tぢ砧CC rrGI Tt';TAAATCA1
5290　　　　5300　　　　53 10　　　　5320　　　　5330　　　　5340　　　　5350　　　　5360　　　　5370　　　　5380　　　　5390　　　　5400
li(1 ll',AtJACC AL.'G■lfIl1(J'TG.A TGhG`lfiL11T.tG AGTtld:r'lLlIIT: GTACAf.I:tt;Cr; CGATlrllGr rlGTCA組('.ql T(;mATGA■l rG.LAATAGrh C.'ilIGTGL;TT亡.4.qlIr,.4()TCTA Il'.4'lCCTCTTC
541 0　　　　5420　　　　5430　　　　5440　　　　5450　　　　5460　　　　5470　　　　5480　　　　5490　　　　5500　　　　55 10　　　　5520
AG.A.CAATL.;AA TACCGAG.i_I-;T描TACAI ATl'; GAAAI}.GCCC AAi-'TACGAl G I-_-wT6GCGI CE:JGrrAGCCG CCt';AATAACT GGGGll:JGrrTA Tl 1 TGL',;Ai芯T.A.CjiGTG r.Ti'<. T TCC.:Aひ.lil:
5530　　　　5540　　　　5550　　　　5560　　　　5570　　　　5580　　　　6690　　　　5600　　　　66 10　　　　5620　　　　5630　　　　5640
CACGGGTT(･C CCCG〔TTGTl= llICT,tA【ATtlA CIVJt.tGGTTr T!'J:IITGGCAG TACTtl,ACGA仏CAACTGIITGA AT.4TTlITCTG 〔AtllET.4TTCG CA【Cal.ll等IJ:A GCCA弘tlrTC AACT(UAAIII
5650　　　　5660　　　　5670　　　　5680　　　　5690　　　　5700　　　　57 1 0　　　　5720　　　　5730　　　　5740　　　　6750　　　　5760
メCCCCAi..Ar7 - (.Y;GCTLtTilrC.Y.'t';TT;CAttCAL1,.4　rf.ATGACGTA 1 rt'1(JCTCGAT弧AlirJT;E;TtlA L''1GtIlInlCCG t祖'lGGltl(JTG AT亡舶(,lIrlJ.A TC丸山二触t'nGl1 ccA仙じ(.'l lT. (.'CAGATii(,'GT,
5770　　　　5780　　　　5790　　　　5800　　　　5810　　　　5820　　　　5830　　　　5840　　　　5850　　　　5860　　　　5870　　　　5880
LAl.lATCACCGA CCI7.4Z.tIlGGCC CAATr:I:lj:AGC ATthlJ:･Cf,ltT GこÅ打ATT等lJ: TG〔TGGAII1.7111:I GTCT7℃AllJ.lL･lI AT,lmf打払!lrlllGCTG‰A LIT:lt,TTCTZlhA lTJ:.;1Lll TACGAT GtTJ= TTTTCC･3
5890　　　　5900　　　　591 0　　　　5920　　　　5930　　　　5940　　　　5950　　　　5960　　　　5970　　　　5980　　　　5990　　　　6000
T({'GrtJ.WA了以二(.r7LVITl;TC YhTGAl●CIXG T脱.qArrG(J GAA収に.qtfr() GGCTTrG.qt.C lJ'CGGTItJL.qTl▲ ()(JCCAT弧Å　rrTC,QGTTL～ti.4.'1.I.tTT:AT'&A T.u'ClJACCAT LIL(I.'(,(,tYJCGG
601 0　　　　6020　　　　6030　　　　6040　　　　6050　　　　6060　　　　6070　　　　6080　　　　6090　　　　6 LOO　　　　61 10　　　　6 120
GCjU止TTr.Tr TCCACACAAA TATCGAATG T il砧A∝lG.I}, t'.;tlATATCGTC Tf_1.'AAATGGC.ilJ_,ArTTCA.1 GT.Al-:J'_;AG肌C Gん貼l.3-_'TTt;GA.A.CGCCL'.Ti:TA CCI C(;.LJuAr C.A. rlSACCAt';:.;
6 130　　　　61 40　　　　6 150　　　　6 160　　　　6 170　　　　6180　　　　6 190　　　　6200　　　　62 10　　　　6220　　　　6230　　　　6240
6.tAn/uAC払T ATCACGATTT I.CCTCGTR-1-I-･ !li:α,tGAATA t7rllmA【G lTJ:!lAlm.tA弘Ttl.t7 n:GCT.4こ6171IA:ⅧT 〔TTr.AA:TJlrTG GCACTlI17 rrT CGTATAt'Al,Ltt{, GGT【AGG舶;1
6250　　　　6260　　　　6270　　　　6280　　　　6290　　　　6300　　　　63 10　　　　6320　　　　6330　　　　6340　　　　6350　　　　6360
TAE;GTCTGGI GAATC'TTCCA GJ_GAr.'tTTGGG GC.i.TT一.VAGCA ATICl.ぢAGAC ATCG.IBAl-:TT TGAATTATTLl. GAACGAGATA A;:GCCTGC.i.T ATilCC.i_tCG.I, t_'ArA6AGCll CAt':AAGGrGI.
6370　　　　6380　　　　6390　　　　6400　　　　6410　　　　6420　　　　6480　　　　6440　　　　6450　　　　6460　　　　6470　　　　6480
Ll.･1TCLttCrlGCA ATTt7C描TA AAGTl.7TCGCG A【朗.Tr,ihttCG CACCCl:I.I.ItTG CjuTGGAL7CI, GTG∝AAATT TGCJtG拓m A::AGCTT!JCGtl'iCAACGGTt:tL Il.TGi{,ATTGAT GTTC,'tTGACTIJ
6490　　　　6500　　　　651 0　　　　6520　　　　6530　　　　6540　　　　6550　　　　6560　　　　6570　　　　tS580　　　　6590　　　　6600
ACfltrlhL貼A rT({!AllTtJCC GrLl●まCf;(,.VJG TGtli',伝.･llIt,CJ';九九ATAGTGn'TTl:CAACACl'(;GGtlAAAGr7 r (JCTCGLtGtTG r^7(;.LAitGil虻.A Ill.VJAtXjCT Cl rrf;TATAT a(I. lf.(;T.qCA
661 0　　　　6620　　　　6630　　　　6640　　　　6650　　　　6660　　　　6670　　　　6680　　　　6690　　　　6700　　　　67 10　　　　6720
AA.PIG.A_TTL3A TG.A.A.G･:GAAT AACG.a.1CTAT Tracer.A.lCr l'_:ri;AGrGT.A.C t'_3.LAAGCC姐l Cl>',:rmGGI GTTlGt'_;rrAAC llC.ij:Ai'i;CA.U.G.i),LriA払C, C.pGGGTTl'.lTT CCrG〔GGAAA
6730　　　　6740　　　　6750　　　　6760　　　　6770　　　　6780　　　　6790　　　　6800　　　　68 10　　　　6820　　　　6830　　　　6840
rJ'CATrrtlf.負.i lYJ'TCAA組!17　GTJT;fXTGTTl. rrTllG6-u瓜mTCAGCGC CACCGTCCAG TCCGACCGCA TGGTACAATT GCTGTAATGC CAmGAATC GmGTGATG TTrCTAGATA
Fig. 10 (続き)
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6850　　6860　　6870　　6880　　6890　　6900　　69 1 0　　6920　　6930　　6940　　6950　　6960
6TCCAAATGC CAGGGTTGCA GCTGGT666G GAAmA山TCAGTTCA ACATTCTCAA ATGTTAGCAC ATACAGTAAT GmCCATCA AGGAmCG6 TCGGCCAAAG TTCACCANA
6970　　69BO　　6990　　7000　　7010　　7020　　7030　　7040　　7050　　7060　　7070　　7080
ATCCAATTCC TCGTCITrA GCGGTTCGAT GACTGGlGAG TCATCGCGTT CAGCCGGGGA AAGCGAGACA ATTCGGCGAT ATGGAATGCC TGITTCATCT AITTTmCT GCAGCAACTC
7090　　7100　　7 1 10　　7120　　7 130　　7 140　　7 150　　7 160　　71 70　　7 180　　71 90　　7200
TAGCCCAAAT GGTCTGTGGC TCAGAGATGA CAGTAMAA CATAAATGGT G6AGAATATC GTATGTCCCA GCTGGGTTGC GGTGCACAAG G6AGGGAACA CAGTGAATCA CATCCAGTAG
72L O　　7220　　7230　　7240　　7250　　7260　　7270　　7280　　7290　　7300　　73 10　　7320
GrrTACTTGTG ATTTCGAAGA mTGATTGC CTGGATTCAA TAAGCTT^CG GTATGCCATC 8CGATACACA ACCACCTACC ATGCCAGGAC CATGTGCCIT AAATGTATCC TGGGGCACGT
7330　　7340　　7350　　7360　　7370　　7380　　7390　　7400　　7410　　7420　　7430　　7440
TGGAAATGAG CICTATCGCA TCTCTTGCCA CATG6ACCGG GTAGGTCAAT CTCATACAAT CATCAGCCGA AGCGCTCGAG AGGAAAATAT TCTTCんLAGA CAGCTGCCAA AGTAGCACTC
7450　　7460　　7470　　7480　　7490　　7500　　75 10　　7520　　7530　　7540　　7550　　7560
GCAGCCACTG TTG667AATC GCGATATCCG TrCTCTGTAA TGCATGGTAT GCCGTAG6cc ACTGCAG6CG CTG6CGGAGT TGGCTCTGTA GCCGACAGAG CATGTCCm CTGCACATGA
7570　　7580　　7590　　7600　　7610　　7620　　7630　　7640　　7650　　7660　　7670　　7680
TGGTATTGGG GCCGCGAGLt GA8ccN:CGrT GTTCGAGAIG AACACCTTCC Aに66AAATGA AAAGACCGAC AAGGCTGTCA AAGGmCAA CGAGGTIl.GCA TTCGmGCG CAATCGCGCG
7690　　7700　　77 LO　　7720　　7730　　7740　　7750　　7 760　　7770　　7780　　7790　　7800
TTGGCAGTCG瓜TGC･AGCCT TTrAGACAGG TlmATCCC ATGCTGAATA GCGTGACCTC TTTCAGTCAC ATAGAG6AGC CAGAACGCCC TCCGCCTATA CGTCTCTrCT TCAACGGCCA
7810　　7820　　7830　　7840　　7850　　7860　　7870　　7880　　7890　　7900　　79 LO　　7920
TATCTTGATA TGTATCTTCC CTITCCAACC CCTGAAGCTG ACACWGTC ACCGACTCTC G8AGCAAGAG CGAAGaGTC GACATmGT TCGTCGIXC GAAGTAAAAA TGAAGGAACA
7930　　7940　　7950　　7960　　7970　　7980　　7990　　8000　　80 10　　け020　　8030　　8040
CCGGCCCTAG AACTGCTTCA AACGTGCCAC mCACGGTA ATCATACATA CTGCGGCAAT ATTCTGATTC mCGCAAAA TGATCCGCeA AAGAGCAm TCCCACGCGA AAC･ATTTGCG
8050　　8060　　8070　　8080　　8090　　8 1 00　　8 uO 8 l20　　8130　　8 140　　81 50　　8 160
TCCTCTGGTT GTCAGGATGA CACTGCAACT GA∝GCAGGT CGCTGCGCAT ACCGCA-G CCAAAGAGCG TAACTCGTCA TTGTTCACGT CCAGCATAAG CGAGTTGCGA AGCCGAGCAA
8 L70　　81 80　　8 190　　8200　　8210　　8220　　8230　　8240　　8250　　8260　　8270　　8280
CGTCWGAC AGGCCAGlCG GGATACATTC TATGCTCGTA GGCCTCCAAG TGACCT仙GA CATCTGCAAG AGGCAGTTGC GATGGCCATT CAGTCAI'mA CG6CATCTGT TCGTCACCG6
8290　　8300　　83LO　　8320　　8330　　8340　　8350　　8360　　8370　　8380　　8390　　8400
CGACTTCAAA GGCT66TATC GCCCTGGATG AGTCGGCTGC CTCCGCCAGG CCTGCTCm CATTGGCGG6 TGATGCGGTT TCGGTTGCGC CACGGGGAGC ACGGTCTCGT ATGCTCTGC1
8410　　8420　　8430　　8糾0　　8450　　8460　　8470　　8480　　8490　　8500　　86 10　　8520
^Gt:GTCTGTT GATACGCATG TAGGmCAG CGCGTGGACC mCGGCCCG GGTmGCTG CTGGmCAG GTAGGA∝▲T TCAAATCCAG ACrGGACACA G66TTGACAT G6CTGTCCGC
8530　　8540　　8550　　8560　　8570　　8580　　8590　　8600　　86 10　　8620　　8630　　8640
CCCTGCAACG GGTmGCGG AGAGAGCATC CATC拡.4AGC CCGTCGCCTC ACCATGACGG GGCTAATATC CGTGTCGCGT GGTTAGTGCC TGGAAGTGGT TTTGATCCTG TAGTAGACAG
8650　　8660　　8670　　8680　　-0　　8700　　8710　　8720　　8730　　耶40　　8750　　8760
AcATGATCTT CTAG66AATT CGAGTGAGCA mGGAGCGC GCGGTTACTT GGCATACTTG G6CACGTTCA CTAmAAAG TTGTCGGGGA CTCGGAt'rAGC CTGAGAGGAT CTGCCGCCCA
8770　　8780　　8790　　8800　　88 10　　8820　　8830　　8840　　8850　　榔0　　8870　　8880
TGACTGGTCG AATCCGCATC ATGTGACCTG CCAATTACGC CCAACAAAAC GTTCGCAATA AAAATACGTG AATTAATTGA GAATGATATG ATTGCTTAGC TCTGTCCTTA TTCTGTACTT
8890　　8900　　891 0　　8920　　8930　　8940　　8950　　8960　　8970　　8980　　8990　　9000
GGATATCTAG GGCTATAAAG TGTTGAGGAA G6AGGGTGCr ATAAGTCCCA GTGAGTCTAA AGTAGCAAGA TATATAmG CACTACG- ATG6AGTATA CTGAGCGTCA ATACGGTATA
90 1 0　　9020　　9030　　9040　　9050　　9060　　9070　　9080　　9090　　9 100　　9 L IO　　9 120
TCTCCTrGAG GCGTGGCTCG GTGTATGAAC CATCAmTC TATCGACTGT ATAGATCACT AAAATGGCAG CC∝AATGTA GATGGGCCAC AAACGTTCTT CTGAATACCA CACCAACCGT
9 130　　91 40　　9 150　　91 60　　9 170　　9 I 80　　9 L90　　9200　　92 10　l3220　　9230　　9240
6TCAmGCI TTGTCAGGTA GAATAAGTAC TrGAGmCC CATGGCCATT CCATGCTm CACGATTTGC WTACATCC AGAAAG6GAA AGGTTCCAC^ ATTCTGaGG TGGTTTCCGA
9250　　9260　　9270　　9280　　9290　　9300　　931 0　　9320　　9330　　9340　　9350　　9360
TGCTCCCGCA TGCATCATCG TGmCCTGC CCAGAGCACT AGCAATG瓜A ATAACAACAA TGACAACAAT GACTCCG6CA GTAGATGCTC ACWATCTT CCCCATCACC ACTTmTAT
9370　　9380　　9390　　9400　　94LO　　9420　　9430　　9440　　9450　　9460　　9470　　9480
CAGACCTGCC GIGCAATCTC ACTCCGCAAC TCTrCTCATC ATCCGCGGAA AATGAACCGA GATCGGCTGG TCGAC･ ･ I ･ ･
Fig. 10 (続き)
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Fig. 11陽性クローン1012の遺伝子構造
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9　　　　18　　　　27　　　　38　　　　46　　　　64　　　　63　　　　72　　　　81　　　　00　　　　BB IOB
s･ ATG m CGA G∝: Q;A CAA GCTの℃CAC OTr TC6 CCG CTG GGT GAL CCC TTG AN; 1Tr CIC TrC Ga ∝氾CGC TtX: ACE CCl仙T CGT TrC CTC AAG ∝C耽ATG ACT
K A a A G Q A V D P S P L 6 E P i R
甘　1. E P D K L S T i a 氏 I Y 汁 P　*　S
G S S a T S C R P F A A　6　暮　T i E V
l 1 7　　　　1 28　　　　136　　　　144　　　　153　　　　L8之
GAG CGG ATG TFr TCG T岱TCG GAL GAG仙C ∝T TCT GCT CGT 603 ATA CCA AQ:
E R J C S I S E E N P S A ZZ G I P S
S　(;　C V a G R K EZ T i L L V a Y Q A
I D V F V V G EZ E P F C S　-　D T K Q
225　　　　234　　　　243　　　　払2　　-　281　　　m
GTG ACT GGG AAT GTC AIG ATC CAT CCC AAC CAC ATE GAA GrA GN;防A仙C CCG
v T G ～ V N I D P F N I E V E a ～ P
事　L G ll S　事　S I P T T S K　事　R E T E
D I E C H D 氏 S Q P H R ら R a R P D
333　　　　34之　　　　361　　　360　　　　389　　　　378
CTA ∝汀GCT GCT Gce COT QCA AAT GGA TEA TTA ATA CTG 臥 CAA ATC AQ: CAT
i A A A A e A ∫ G S L I i A Q 1 S H
暮　L i L F' V Q J D Il　*　Y V　打　K S A I
s C C C P C K V I I ～ T a T ～ Q P S
441　　　450　　　　489　　　　488　　　　477　　　　488
GAL TAT GGG GAL CAC CTr TGC CGT T∝ TCG GGC TGC TIC CG1 6GI TGA GAY CAA
E Y a E II i C R S S 6 C Y R G　暮　D Q
N J G Y T F A V P Et A A T E D E I t
I I G T P L P F L G i I, P a N R S K
649　　　　658　　　　5qT S18　　　　886　　　　804
cG1 1芯GAT CGA ITr GCA TGC AGC GCA 0;G Crl Tm GCT GAG CCA GTT TCT CTC
氏 I t) R I A C S A R i S A E P V S i
D G I E L H A A II G Y i i S Q F I, S
K G ら N C I Q R T A I C　暮　A S F S H
887　　　　8餌　　　　876　　　　884　　　　693　　　　702
∝G TrT CAT TCT lGl CAT ∝G TGC IGC llT CAC恥GAA TGT CCG TCC GE; lTT
A F N S 8 D P C S N H G E C P S a I
R F I i E I R A A I T ど Y V ft P G F
v s F　+　fZ S V Q Q S R R K S V R D L
7BS　　　　774　　　　783　　　　792　　　　801　　　　810
TGA CGA GQ: CrG QGA ACT GTG TCG TGC ∝:G TGI GGA GCA O31 ATr 0;A m TqT
暮　R G L G T V S C l　事　G A F I a i C
D E A Y E i C R A tt E E N E F D F V
T 氏 P G M C V V FE V R S T N S T i I
873　　　　882　　　　891　　　　8∝I BO9　　　　818
TOT CAT ATC臥I GAL ACI Ct;A O3C TGr AAG CTC TCT CBA CTT- TAG m TTt: CGA
C It I E E T R G C K L S a i Y A F E
V I S K A 汁 E A V S S L D F T i S E
s Y a R M T e L　事　A i S T i EZ F P K
BB1　　　09)　　　899　　　1008　　　1017　　　1028
TGT TTC TTC ∝T GAC CAA CAT GAA CTC TrA CCT TAG AGG Ad; ATr EDG m CN:
c F F P D Q D E V i P Y R a I P i H
v a s i T K K K S Y I. T a 6 F a S T
F L P　暮　P R　事　S L T i 4 ど D S A F' R
1089　　　109B llm　　　11 18　　　1125　　　1134
m TrG CC1 0;A CAT AγT- GAG TGG CAA GIT ADC TtZ; CGC CAB AIT Tcc ∝汀TAT
P 1. P R H I E I Q D T I R H N S G Y
I, C H D I i S G K I P G A T I FI Y Y
F A T T Y　*　V A R Y L A P Q F a L I
l I gT　　　12q1　　1215　　　1224　　　1233　　　1242
AIT TAG AAA CAA TGT GCA q:C CAT G6A TrT GAG CTC 0:A ∝l CQ: QTr AGA TGC
N　+　K Q C A A D G F E i P a EZ G R C
Z R N 汁 V q P K D L S S Q D A V D A
L E T I C S R I I　+　A P R T R　事　L i
la05　　　1314　　　1 323　　　1332　　　1 341　　1360
AGA芯C m ml ∝C Cd: ATT CTT AO: TGA ACA TGC GGI Tq: CTr ATG AFT CCA
F H F A R a S T P II R F i K A A I S
F T S P G A P P a I V S S R P P　事　V
S L　甘　P A L H P K S F P Q 6 fZ 刀 E f
171　　　180　　　188　　　198　　　　2m　　　　218
ACT GAG m ATA GAG NX: TAT CGT ACE TB; 66A CGG GGC a ITI GGC GCA ATT
s E i I E T Y R T l 6 R G N I G A I
y s　暮　事　R P I Y P 6 D　6　A T　◆　l Q L
暮　V ～ R D i S Y L　6　T G Q H 氏 F N C
TT9　　　　288　　　　2m　　　　308　　　　31 5　　　　3u
TA ATE CE芯CCT ABC m CCA TTC TCA GGA GAL COG TTr GCT GAG TTC AO3 AIT
I P P S A P F S G E fZ ド G q F T II
暮　S a i A i H S Q E　打　G L V S S R I
ド　P A　事　R S I i R R T V I S V H ど S
87　　　　3BB　　　　405　　　　41 4　　　　舵3　　　　432
CCA 臥 m TEA Ace Gll Ace GlT CAB TGT CAB 0;A TF Ga ACTGGA TAG CAl
P A I, S T E T D Q C A R C A T G Y Q
Q M C Q P K P I S V S E) V P i D T K
s V ～ R F R S V S A Y C H　9　1　P R
4拡　　　　S84　　　　51 3　　　　822　　　　63 1　　　640
AAA TAT AAT TAG EGG XTT Td: TCA CGC GGC CGA GTT TCr AGA TAG AQ: Cq; ATl
K Y K Y  I C S E 6 EZ V S R　*　S E I
N I I G F　▲　rI A A E F L D R A 6 Y
l　暮　L R D i i T R P S F　暮　I E P D T
瓜3　　　　812　　　　飽1　　　　830　　　　039　　　　848
ACA AGC SA  GAL T T ∝  AAG AGA TAA ATI CGG Nn CAB T∝ TAG BAA TO3 CAT
T S D E S K R　事　l JZ R q S Y E S tL
q A T N L 氏 R D K Y　6　6　S P T N R I
K a e I S E E I　甘　T E A V i R I A C
71 1　　　720　　　　728　　　　738　　　　747　　　　768
TAT l打703 61T AA AIT TAA CAB TGT CGA GTr TGA GCC AGl ∝氾6AT Tqr TCG
y s I D Q M　暮　Q C a V　+　A a a D C S
I V G I K I N S V E F E P D 6 I V　甘
暮　L 6 K L T V S S i S Q T G L F V
819　　　　828　　　　837　　　　848　　　　858　　　　884
6 A ATT ATE T03 AGG QAG ATA TAA GAL CTr 6GI CGA GGI TGI TAC TQ= AAI GCA
a 1 1 I R E l　+　E L G R G　+　Y C K A
E i. S G G ZZ Y K M L D E D D T A K H
K Y i E a EI I E T　▼　T R l I i Q S ll
B27　　　　838　　　　B46　　　　364　　　　Bea m
AGr TGG GAG ATI CrA仙A AAO TCG ∝A m CTT 7CT CCA TGT TGC TCA AAI ACT
S I E 1 i K K S P V L S R C C S K S
V G a Y　◆　K S R Q F F i I) V A Q K V
L a D T K R Y A S S F S X L i K K i
1 038　　　1 044　　　1 DB3　　　1 【泊2　　　1 m 1　　1 080
GGC TGG AT C T TGl∝氾 A O; GET TQ: GCE; TCC ATT CTG TCI GGl Ga ATT
6 I N G　+　R a I A C A S I I. S G A I
A 6 K V t) a 1 a i A 氏 P F C Q E P F
L E I L T A i G L F V A S V EZ S H S
l l43　　　1 152　　　1181　　　1 170　　　1 178　　　1 188
GBA TEA ∝T CAA TrA TCI GCT CEE: TGT T∝ 1cc ∝C ITG CAT TCl仙T GAG ～:A
a S A O L S A R C C S R I H S　打　E T
D Q i ド Y Q L A V A A A C I Q i 氏 Q
I S S I I S S i i Q P H A F K I D K
l 251　　1 280　　　1 288　　　1 278　　　1 287　　　1 208
TGT CAC TEE Q:α;T TAA GQ; TTG ATT GGA GCA仙1 6GC CAT TCl Cm GTC TGA
C lt C i G　暮　G I. I G A K 6 D　暮　P V I
v T A A V K G　暮　L E O K A I D R S E
s i Q a i R V D V S K R R i T G L K
l SSEI　　　1 388　　　1 m　　　1 388　　　1 305　　　1 404
A∝ rA AC CTC ATG GTA TIC TGT TGC CR TO; TGC Ace TGT Ace GAG CTC TGG
s L D i I V Y C C E S C T C T I)　L I
A　暮　T S V Y T Y A A EZ A 氏 V P T S G
L R P H G I I. L P L V H V Y R P i V
Fig. 12　A. α)府e/放朗の塩基配列及び推定アミノ酸配列
推定翻訳開始コドンからの寵列を示した｡また､アミノ故配列は3種類の銑み枠のそれぞれを示し､ストップコドンを*で示した｡
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-460　　　　　　　TGTAGCCGAGCCGCGTGTCTCCATTrCCCACCCTGCCGAAAATCTCACCGGGAATCTCCCCGAAAATCTTGCTAGGAArTACGCCGG6AATCTCACCGGC
l360 GTGCGGmGTCATTGGTGCCCACCATGCGCTTGACCCGGGAGGGCTTAGCGCAGCCCCACTGTGGTCTAGTTCCTTTATGGTATAGACAACCGTCGATACTmCCCCCAGACACTCTC
-240 TCCATACAGGGCAACGTGATCT666GAACCCG6G6TGG-TTGCAmTmGAATTGTrCCCGGCTCTTCGTATCCCAGTCGTTGTCTATAAGACCAumTTCCCTGACCGTCTTAT
-120 cmGTTCTCmCACACTGCAATGTTCTCTC∝AACTGATrT-AATCACTAGCTGTCTTTCCCGCCAAmGAAGTCC▲弧GTATCmAACtGTACCCTmTTACTGACACC
I AT6GTTGCCG6CGGTGGAmGTTTCTTCTTCCGGCATG6ATGCATACC666ccCTGCC〟止CAATACGAACTCGAACTGCTTCWGACAAGGGCCTCCG6ccTCTGAAmCGGCCTC
I N Y A a a a Y Y S S S 6 ～ D A Y R A L P N N T N S N Y F K D K G L a R L N F a L
12 1 ATGCTTATGmGCATCCGCTGCAGCAAATGGGTATGATGGG6cmGATGAATGGGCTCCTGACrCTCCCTATGTGTAAGTTTCCmGTCAAGTrGTCCTCACCTCTGGC細tgc88　240
41N L ～ F A S A A A N 6 Y D a A L-N a L L I L P N C R F P L S S C P H L Y　　　　　78
241 agctpctcpaccpctat叩ttg岬aPtgtCq-gaAtataagCtCgaaCat-打tCtP tea tttCtgrtatttCgCt"【PgGAAT3TTCACCmATTCCAGCTTCG　360
79　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R N F T FI P A S　　86
36 1 TACTTCGCG6ATTACrrCGGCCGCAAGATGTCTGTCGC-GGATCGGCCATCATGATTGTCGCGAGCGTGATCCAAGCG6CAACCGTCGGCCGCTGGGCCTTCTTTG6AACGAGAATC　480
87Y F A D Y F G 氏 K N S Y A L a S AI NI Y A S YI Q A A T Y G R Y A F F G I RI　126
48 I GCGATGGGTATCGGGCTGGGmGCAGACAGCCGCCCCGCCGCTGAmCTGAGATAG-TCCGCGGCATCGTG6ccTTGTGACGGCCATmCCAGGCTACGTGGTACTGGGCT　600
127A N GI a L G F A Q T A A P P L T T EI Aロp A H 氏 a Y Y I AI F Q A T Y Y Y G　166
60 1 GCTATCCTA∝TGCTGCGGTGTGCTTGGGCACTTTmTGTGGAGGGAAGTACTTG6TCCTG6ccGATTCCATGCCTTCTCCAATGTTTCTTCCCTGCTGTTCAGTTGCTAGGAmCTC　720
167AI L A A A Y C L a I F Y Y E 6 S I I S Y RI P C L L O C F F P A Y Q L Y a L L　206
72 L ATCmCCIGAAAGCCCG脳汀GGCTCGTGTCAAA66ACAGGCGAGACGAGG-GCMTCCTCGCCCGCTACCATG6GAATTGTGACACGTCA6ATCCACTGGTTCAGTTCGAGTTT　840
207I Y P E S P A Y L Y S 氏 D A A D E A L qI L A A Y n G N C D T S D P L Y Q F E F　246
84 i TCTGAGATCTGCAGTGCTATCGAGCTAG仙CTCAGTCGCCCATAAGAGTG6TTGGTCTGCGTTCATTGCAACCAAGGGAGCTCGGCATCGCCTTGCJumGTCTGTTGGTCGGGGTT　960
247S EI C S AI E L E N S Y A H K S G Y S A FI A T a G A R u A L AI C L L Y G V　286
96 1 ATGATCCAGTGGGCAGGC仙TGrtac如cagNCtatCCaCCtaCtCCtPCtatCt tgCtP ttattttPcCCtagGTGTCATTTCCTACTATCTでGCACCGATCCTTCGATCCGTC 1080
287NI q Y A G N G VI S Y Y L A PI L A S V　307
108 1 GGCATTACCAATCCTACGCAGC仙TCCGCCATCAACCTGGGCCTGCAGGCGTGG仙CGCAGTCTGCGCCGCGGGAGGCGCCGTCGCTGCAGAGAAATA:GGCCGACGCCCTCTCTGGATG 1200
308GI T N P T Q Q S AI N L a L O A Y N A Y C A A G G A Y A A E K Y a R A P L Y N　347
I 20 1 CTCTCCACTGTTCTTATGCTCCTATTCmACCCTG6ccACTGTCCTrTCTGCCGTCTTTGACGAATCAGCCATCAAAGCTGCTG∝AGTGCGGTTGTCGCATTCCTCTATCTGTTCTAC 1320
348L S T Y L ～ L L F F I L A T Y L S A Y F D E S AI K A A a S A Y Y A F L Y L F Y　387
1 32 1 GGCGaTACGATATCGCmTACCCCGCT-TTGCGTACCCGGTCGAGATCATGCCATTCTACCTGCGCACCAAGG6CTTATCGTTAAGCTTAACG6ccCAGTTTGGGGCGGGCTTC L440
388G A Y DI A Y T P L S I A Y P V EI N P F Y L A I K a L S L S L T A O F G A G F　427
1 44 I TTC山CCAGTTCGTCAACCCCATCGCTCTCGGTGCGAT-TGGAAGTmAmCGTGTACCTTGGTCTGTTGGmTCTTTTTGGGCATTAmAmTGTGTrTCCGGAGACA山G 1560
428F N Q F Y ～ PI A L G AI a Y K F Y F Y Y L G L L YI F L GI I Y F V F P E T K　467
156 I GGCC瓜ACACTGGAGGAGATTGCTGTCATmCGATGGTCCTGGGGCAGAGACGGAGCTACAGCGGGATCTGG∝GCTATCATTGCGGTGGAGAGGGA36TAAAGGCTCCTmAAGGAG 1680
468G H T L E EI A VI P D G P a A E T E V Q 氏 D L A AI I A Y E a E V K A P N R E　507
168 I GAGTTGGAACACGmCATAGGTmATGTGTACAACTGAATGGTrAT瓜AmAGTTACTATTAAGCCmTTCCGAAATAGGAGCGTTCTGCTACTTTCAmAmGCGGTCACCTA L800
508E L E H A P事　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　513
L88 I CCAATGAATATACCGAGTGCATCCAACACACCTCAGC"GGGAACACATCTAAG仙TCACCTACACAATCGATCAATCTCTACTCTTCTmAAMTTTGCAGCTTGGCTACACTCCTG 1 920
1 92 I CGAAATAA6AACTGCTTAGCGGAGTAAGGTATmGG6TAGTTCCTAGC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　197 I
Fig. 13麹菌hexose廿ansporter遺伝子(hxb4)の塩基配列及び推定アミノ散配列
ストップコドンは書で､推定GC tK)X及びCAAT kⅨは下線で示した｡
1-4考察
プラークハイプリダイゼ-ションによるスクリーニングで取得した10個の敵性クローンをSaZIで処理後電
気泳動を行った結果､その制限酵素断片パターンから､ 2種類の異なる麹菌ゲノムDNAを含むクローン
(1011､ 10-2)が得られたoゲノムライブラリーはSau3Alによる部分分解断片を挿入して作製していることか
ら､異なる電気泳動パターンを示すクローンであっても､両者が重複した領域を含んでいる可能性は十分
に考えられる｡しかしながら二種類のクローンの解析を行ったところ､ 10-1にはmalTが､ 10-2にはmalT
のホモログ遺伝子と予想されるA. parasiがmsのα-1,6･ghsosidaseと非常に高いホモロジーを示す塩基配
列blcA)が含まれていることが明らかとなったo malTをプローブとして行ったサザンプロット解析では､シグ
ナルが1本しか検出できなかったのに対し､プラークハイプリグイゼ-ションではmalTとglcAが検出され
たのは､プラークハイブリダイゼ-ションの実験換作においてハイブリダイゼ-ション温度を低めに設定し
たためだと考えられる｡
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??????
A. oTYZae 【ⅨTA 1 MVAGGGWS--SSGNDAY---lR一一AL-PNNTNSNVFKDK--G-LRR-L-lN---　　37
A. puasL'tL'cus HXTA 1 MYAGGGIVS--SSGuDAY---氏-AL-PNNTNSNYFKDK-1;-LRR-L--N---　　37
S. ceTe Vl'sL'a e lⅨT 1 I MNSTPDL I SPQXSNSSNSYELESGRSKAXNTPEGKNESFHDNLSESQVQPAVAPPNTGKG　　60
+..... .*　　+日...*　　　*　*. ......日*.+.　. ... .　*
3 8 -F-GLIN-lLMFASAA-ANGYDGALHNGLLTLP一一MCKFPLS-SCPHILV-R-MFIT　　8 1
3 8 1FIGL-Ml-LWASAA-ANGYDGAL脚GLLTLP--MCEFPLS-SCPH-LV-R-MF-T　　8 I
6 1 VYVTVSICCVMVAFGGFIFGYDTGTISGFYAQTDFLRRFGNKHEDGSmSKVRTGLIVS　120
. .. . .*.+... ..+.～..日.*日.日　.. ～.日　...～+.　*　日.
82 lF-Ⅰ-PIASY-FA---DYFGRKMSVALGSAIWIVASYIQAATVGRV-AFFGTRIANGIG　1 3 I
82 -F-I-P-ASY-FA---DYFGRKMSVALGSAIHIVASVIQAATⅥ;RV-AFFGTRIAKGIG　1 3 1
121 1FNIGCAIGGIVLAXLGDWGRRIGLIVWVIYTIGIIIQIASINKVYQYFIGRIISGLG　180
** . ‥. .*　　*‥**‥‥‥‥.*‥‥‥耕.*‥‥*　‥*‥**‥書.*
132 LGFAQTAAPPLTTEIAHPRfRGWTAIFQATmGAILAAAVCLGTFYVEGSTYS甘RIPC　19 I
132 LGFAQTAAPPLTTEIAHPRHRGVVTAIFQAT甘Y甘GAILAAAVCuTLYVEGSTYSVRIPC　19 L
18 I VGGITVLSPNLISEVAPSEMRGTLVSCYQVWITLGIFLGYCTNFGTKNYSNSV-QVRVPl　238
.*‥‥‥*.*‥*.*‥‥**‥‥‥*‥‥.*‥*‥...‥* ‥‥*‥.*書.*.
192 LLQCF-FPAVQLVGLLIVPESPRVLVSKDRRDEALQIIRYtlGNCDTSDPLVQFEFSEIC　250
192 LVQCF-FPAVQLLGLLIVPESPRVLVSKDRRJ)EALQIuRYtlGNCDTSDPLVQFEFSEIC　250
239 LGLCFAYAl.FMIGGNmESPRYLVEAGRIDEARASLAXVN-KCPPDHPYIQYELETIE　297
* .** ‥‥‥　*‥.******.**‥.*.***‥.**‥‥.*‥‥*‥*.*.‥書.
25 I SAIELENSVAtⅨSGWSAFIATKGAR-HRLAICLLVGVHIQVAGNGVISYYLAPILRSVGI　309
25 I SAIELENSVAHKSG甘SAFIATKGAR-HRLAICLLVGVWIQVAGNGVISYYLAPILRSVGI　309
298 ASVE-EMRAAGTASYGELFTGKPAmRT仙GIuIQSLQQLTGDNYFFYYGTIVFQAVGL　366
...+.～...+.日.+......*.～. .～.日.日.....+..～.....～...日..～.
31 0 TNPTQQSAINLGLQAVNAVCAAGGAVAAEKYGRRP-L-V-NLSTV-LNLLFFTLA-TVL-　363
310 TNPTQQSAINLGLQAVNAVCAAGGAVAAEKYGRRP-L-V-WLSTV-LMLLFFTLA-TVL-　363
357 SI)SF-ETSIVFGVVNFFSTC-C-SLYTVDRFGRRNCLNYGAVGWCCYVVYASVGVTRLY　413
‥‥‥‥*‥*‥.‥‥*‥‥‥‥‥.**. **　‥‥*　‥‥‥‥. *.*
364 SAVFDESAIKAAGSAVVAFLYLFⅥ;AYDIAYTPLSIAYPVEIkPⅣLRTXGLSLSLTAQF　423
364 SAVFDESAIKAAGSAVVAFLYLFYGAYDIAYTPLSIAYPVEI肝FYLRTKGLSLSLTAQF　423
414 PNGQDQPSSKGAGNCMIVFACFYIFCFATTYAPIAYVVISECFPLRVXSECKSIASAANV　473
‥‥*‥‥*.**‥‥.*‥‥‥.‥‥‥*‥‥‥.*‥*‥.‥*‥*‥‥♯‥
424 GAGFFNQFVNPIALGAIKW-FVYLG-LLVIFLGI IYFVFPETKGHTLEEIAVIF-DG　480
424 GAGFFNQFVNPIALGAIKW-FVYLG-LLVIFLGIVYFVFPETKGm-LEEIAVIF-DG　480
474 IVGFLISFFTPFITGAINF-YYGYVFMGCNVFAYFYVFFFV-PETKGLSLEEVNDWYAEG　53 1
‥**‥.*‥書.‥**書.‥.書.*‥* ‥‥‥‥ .棉.右右右i右目**書‥‥. .*
48 1 --Pl-GAB-TEVQRDLAAI IAVE-REVKAP此EELEHAP
48 1 -P-lGAE-TEVQRDLAAI I AYE-REVKAPNXEELEELAP
53 2 VLP耶こSASmVSKRGADYNADDutHDDQPFYKSLFSRX
*　.*. ‥*‥..*‥.*‥　‥‥.*‥‥*‥..
Fig. 14麹菌と辞母のhexose transporterのアミノ敢配列の比較
プラークハイプリグイゼ-ションにより得られた陽性クローンのゲノム解析の結果からゲノム中のmaZTは
〇DNA塩基配列と同一だったことから､ maZTはイントロンを含まない1,725 bpからなる遺伝子であることが
わかったo malTのプロモーター領域を解析したところ､典型的なTATABox(5'-TATATA-3')が-104-
･99 bpに存在したoまた､ -196-･191 bpにはCAAT配列の存在が明らかとなった｡一方､下流領域には
mazTのtennination signalと予想される"TAG-TAGT-TTT ''(ZaFet and Sheman)が認められたo
malTの上流にはS. cenvis7laeの止血L61と高いホモロジーを示すmalPが存在しており､お互いに逆向き
に転写されることが予想され､ maLTとmalPはクラスターをなしていることが示唆された｡一方malTの下流
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Fig. 15へキソーストランスポーターHXTAとマルトが-ミア-ゼMALPのHydrDPathy pr州e
矢印はIWpred prqram (Pred拙on of Trarv;membrane Regicns ard訓entatk'n (h坤://www･Ch･embnet･
Drg/SOftware什MPRED_h･hbTtt) )によって推定された膜貫通ドメインを示す｡
-480 CGACTGGGATACGAAGAGCCGCGAACAATTCTA6ACTrGCAATTGCCACCCCGGGTTCCCCAGATCACGTTGCCCTGTATG6AGAGAGTGTCTGGGGGAAAAGTATCGACGGTTGTCTAT
1360 ACCATAAGG仙CTA6ACCACAGTGCGGCT∝GCTAAGCCCTCCCGGGTC仙GCGCATGGTG66CACC仙TGACAAGCCGCACGCCGmAGATTCCCG6CGTAATT CmGCAAGAm
-240 TCGGGGIGATTCCCGGTGAGATmCGGCAGGGTGG6AATGGAGACACGCGGCTCGGCTACAAGGTACATTCAAACTmCAATGCGCACAAGTGTCCCmCGCAGCGAC仙CGATAC
-120 6TCACTTCGCAATGTGTTTCCCGCTG6CGAACATAAATATGCCAACTACCN:CGCTCAGATG666AATdCTGGTTCCTTCAAGCACACAGTCTmCCATCGAGAAATCGTCGCTCACG
I ATGGaACCCAGCACAAGACICAGTCITCGCCTGTTAATGCGGCCrGGTG6AAAGAGGCCTCGGTCTATCAGATTTATCCAGCTTCmCAAAGACTCCAATGGCGATGGWCGGCGAT
I N A T O N K I O S S P V N A A Y I a E A S Y Y Q I Y P A S F R D S N G D G I GJ)
12 L ATCCCCGGGATTATCTCGCAACmACTACCTGAAIGCCCTTGG6ATAGATCTAAmGCTCTCTCCGATCCTrCAGTCCCCGCMTGGACATGCGCTACGATGTCTCTGACTATTAT　240
41 I P GII S E L D Y L K A L GI D L N Y L S PI L Q S P Q V D N G Y D Y S D Y Y　　80
24 1 ccAATrCACCCCCCGTACGGTACAGTCGAAGACGTAGATGCGCTCmCAGGGm瓜ATCAGCGAGGGATGAGATATGTCATGGACCTTmGTAAATCATACTTCA6ACCAGgtPgt　360
81RI H P P Y a T Y E D Y D A LI Q a L H Q A a N A Y Y N D L Y Y N tl T S D Q IL8
36 i ptgagtptqagtgcgaatcgtaCaCaBCgCgattCttgtCgtCaaaPttBCtCLatgattPaataqCN:GAGTGGTTCAAACAGTCTmATCCTmCAGACAATGAATACCGAGA　480
119　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H E Y F 氏 Q S A S S S D N E Y R D 134
48 l CTGGTACATATGGAAAAAGCCCAAGTACGATGCAAATG6CGTCCGCCAGCCGCCGAATAACTGG6GCGCCTATTTTGCAGEta切BtgC I..ttCCCaCgPCaC朋gttgCCCCgC ttg　600
L35　Y Y I Y K R P K Y D A N a Y 氏 Q P P N N Y a A Y F G G　　　　　　　　　　　　　　162
60 I tcactaacatcacaaaeBGTTCTGCATG6CA6T▲C8ACGAAACAACTGATGAATATTATCTGCACCTATTCGCACCGGAGC-AGACCTCmAAAACC∝AAAGTCCGCTCTG　720
L63　　　　　　　S A I O Y D E T T D E Y Y L H L F A P E O P D L N I E N P K Y R Sl 195
72 1 ccGTGCACCAGATCATGAGGTATTG6CTCGATANGGCGTCAGTGGATTCCGGATGCATGTGATCAACATGATCAGCAAG6ACCAAAGCTr∝CAGATGCGCCCATCACCGACCCAAM　840
196　V H QI N A Y I L D K G Y S a F R N D YI N KI S a D O S F P D A P I T D P K　　285
84 I CCCAATGGCAGCATGGGGCGATGCACTATTGCTGCGGACC-CTTCACGAATACCTGCAAGAGCTG666AGGGTTCTGAAGGAATACGATGCCTmCCGTGGGTGAGATGCCGAATG　960
236A Q I Q tl G A N n Y C C G P A L H E Y L Q E L a A Y L K E Y D A F S V a EJI P N　　269
96 1 TmTGATCCGGTGGAAITrGGCAAG6CAGTGGGCTTTGACCGCG67GAATTGGCCATGGCATTTCAGTTCGAGATCATGGATATCGACCATG6C∝TGCGGGCAAATTCTCTCCACACA LO80
270Y Y D P V EI G K A Y a F D A a E L A N A F O F EI N DI D H G P A a K F S P H　300
108 L AATATCGAATGTCG6^CCTGAAGCATATCGTCTCCAAATG6cmGACTTCATGTACGAGAACGAAGCCTGGAACGCCCTCTACCTCGAAACCATGACCAGGGAAGGACAATATCACGAT 1200
SOIL Y 氏 N S D L K NI Y S K Y Q D F N Y E N E G I N A L Y L E N u D Q G R T I S R　　340
I 20 1 TTACCTCG6ccG6ccCAGAATACC∝GCGACGGCGGGGAAGATGCrCGCTACGTTCCTGGGTCTTCAAGGTGGCACTCCTTTCGTATACCAGGGTCAGGAAATAGGT CTGGTGAATGTTC 1320
341F T S A G P E Y R A T A G K ～ L A T F L a L Q G G T P F Y Y Q a Q EI G L Y N Y　　380
I 32 1 CAGAGACCTG6GGCATTGAGCAATTCAGAGN:ATCGAGACTTTGAATrATTGGAACGAGATAACGGCTGCATATCCCAACGACACAGAGCTTCACAAGGTGACATCACAGC仙TTCCGCG 1440
38lP E T I GI E q F 氏 DI E T L N Y Y N E I T A A Y P N D T E L N K Y T S Q O F R　　420
I 44 I TAAAGTCTCGCGACAATGGACGaCCCCGATGCuTGGACCAGTGGCAAATTTGCAGG6mAC人肌GCGCACAACGGTCCGTG6ATTGATGTTCATG瓜GACTATGAAGACTGGAATG L560
42lV K S 氏 D N G 氏 T P N Q I T S a K F A G F T A A H N G P V I D Y H D D Y E D I N　　460
I 56 I ccGCCTCCCAGGTGGGGuC∝MTAGTGmTCCAACACTGGCCAAA描TGCTCGCGCTGCGCAAAGCACATAmAGGCTCTTTGTATATG6CTCGT瓜AAATTGATTGATGAmA 1680
461A A S Q Y a N P N S Y F q H YAK V L A L A K A H K A L F Y Y G S Y K L I D E A　　500
I 68 I ATAACGATCTATTCACGTATCTGCGAGTGTACGGAAGCCWCGCCmGGTGTTG6ccAACTrCACAGGCAAAGAAGTGAGCTGGGTrmCCTGCGGAAACCAmCCATTCTCAAAA 1800
501N N D L F T Y L R Y Y a S Q S A L Y L A N F I a K E V S I Y V P A E T I S I L K　　540
1 80 i ATGGCGCTGTTCmTGGAAAGTTATCAGCGCCACCGTCCAGTGCGACCGGATGCTACAATTGCTGTAATGCCAmGAATCGmGTGATGTTTCTAGATAGTCCAAATGCCAGGGTT6 1920
541N a A Y L L E S Y q 氏 n R P Y A P D a T I ▲　Y N P F E S F Y N F LJ)S P N A R V　　580
1 92 I 6AGCTGGTGGGGGAAAACTCTAAATC焔TTCAACATTCTC〟止TGrTAGCACATACAGTAATGTTACCATCAAG6AmCGGTCGGCCAAAGTTCACCAmAATCCAATTCCTCGTCATT
581 a A G a G K L　+
204 I AAGCGCTTCGATGACTGGAGAGTCATCGCGmAGCCGGGCAAAGCGAGACAATTCGGCGATATG6AATGCCTGATTCATCTAAmCTTCTGCAGCAACTCTAG6ccAAATG6TCTGTG
2 16 I GCTCAGAGATGACAGTAAATAACATAAATGCTGGAGAATATCGTATGTCCCAGCTGGGTrGCGGTGCACAAG68AGGGAACACAGTGAATCACATCCAGTAGGGTAlTrGTGAmCGAA
228 1 GAGTTTGATTGCCTGGATTC仙TAAGmACG6TATGCCATCGCGATACACAACCACCTACCATGCCAGGACCATGTGCCATAAATGTATCCTGGGGCACGT
Fig. 16麹菌α-ルコシターゼ遺伝子脚b4)の塩基配列及び推定アミノ酸配列
ストップコドンは*で､推定TATA tx)X及びCAAT boxは下線で示した｡
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A. aLyZae GLCA
A. pwasL't1-CZLS GLCA
IAL62
1 KATQHKTQSSPVNAAVYKEASVYQI YPASFKDSNGDGI GDI PGI I SELDYLKALGI DunP　　60
1 mTQHXTQSSPVNAAVVXXASVYQIYPASFKDSNGDGI GDI PGI I SELDYLKAl.GI DLVV　　60
1 I------uSEHKVYKEAVVYqI YPASYEDSNGDGVGDI PGI I STLDY IASLGVTTVY　　5 0
‥ = ‥. ‥‥ ‥ ‥●■■. ■.■■■■.■■■.享子享子IT-T子. ÷÷÷÷÷÷÷÷.■■■...■■. ‥.■
6 i LSPILQSPQVDMGYDVSDYYRIItPPYGTVEDVDALIQGLHQRGNRYVⅦ)LVVNmSDQI正　120
6 I LSPILqSPQVD拡YDVSDYYQIlpPYGTVEDVDALIQGL恥RGNRYⅧDLVVNmSDQHE　120
5 I LSPmSPQDDMGYDVSDYEmSKYGTLQDMDRLIAGCfDRGLKLILDLVINHTSVEHX　1 1 0
榊‥.*榊.**榊****. .... ***‥*.I.棉.*.*.*‥‥.***.*書頼..*.
12 l VFKQSRSSSDNEYRDVYIWKYDANGVRQPPNNYGAYFGGSAVQYDETTDEYYuWA　180
121 VFKQSRSSSDNEYRDVYIWXYDANGⅥ和PPNNVSAYFGGSAVQYDETTDEYYLHLFA　180
1 1 I VFKESRLSKDNPKRDYYIVEPPRIDSNGNEHPPNNVGSYFSGSAVmELTGEYYLHLFA　1 70
***. **. 辛. **‥相や中書や. *‥ *. *‥. iii右i‥ **. *榊. **事. I. ***坤*書*
181 PEQPDLNYENPKVRSAV-HQ:MRYYLDKGVSGFRuDVINMISKDQSFPDAPITDPKAQYQ　239
181 PEQPDLNYENPKVRSAV-HQIMRYYLDKGVSGFRNDVINKISKDQSFPDAPITDPKAQYQ　239
171 ESQPDLNVENXECREAIYNSAIKFVLDKGYDGFRIDTAGWSKYQHFKDAPVAFPDTEFQ　230
‥*****‥.*.*. ‥ ‥ ‥******.***.*‥.*.**.*.*. ***‥ ,辛.‥.*
240 HGAKHYCCGPRLHEYLQELGⅣLEEYDAFSVGEWNVYDPVEIGKAVGFDRGELAHAFCF　299
240 HGA---lDV-L--LLRT-TSS-R-IPAIRAGE-GS-EGIRC-LFLGFDRGELAKAFQF　283
23 1 PCEIYtKNGPRIHEFHKEKAXVNEPYDTuTVGEVGHSTREQALKYVSAAEK-ENNNMFLF　289
...  .～ .　　　　　　　　.日日+..～.+.～
300 EINDIDHGPAGKFSPHXYRWSDLKHIVSKWQDFmNEGVNALYLENtlDQGRTISRFTSA　369
284 EINDIDHGPGGKFSPHXYRMSDLKHIVSKWQDFKYENEGVNALYLEN托DQGRTISRFTSA　343
290 DVVELGSDPRDRFRYNGFDLVDLKKAIKSQGEFAEGTDAVSTVFIENtTDQARAISRFGドD　349
‥‥....*　‥*..‥‥‥***‥‥‥‥*..‥‥*‥‥.照や.*.書林*.‥
360 GPEYRATAGKNLATFLGLQGGTPFVYQGQEIGLVNVPETⅥ;IEQFRDIETLNYYNE1--　416
344 GPEYRATAG別uTFLGLQGGTPFVYQGQEIGLGNVPETⅥ;IEQFRDIETLNYYNEI-ER　402
350 SPEFRVLSGKAIANLQCCLTGTLFIYQGQEIGMTNYPRSVPIEEYXDINTINYYRAFKEK　409
.*書.*...**‥*‥‥日.*書.*.ii芋芋芋芋i. ***‥*.**...**.*.*書..日.
41 7 -T-AAYP柑)TELHXVTSQQFRVXSRDNGRTPMQVTSGKFAGFTAAHNGPVIDVttDDYfD　473
403 -Eu-AAYPNDTELmⅣTLEQFRVXSRJ)NGRTPMQYTSGKFAGFTAAHNGPVIDVttDDYfD　460
410 YGKDADY-KQKE-EKLVDVINRL-ARDNARTPVQYSHQQYAGFSEVIEIPVMRVNDmE　464
*.*‥‥*‥*‥　‥*‥.*榊.***.耕‥‥.**♯‥日..**‥書.*.*‥
474 YNAASQVGNPNSVFQHVAKVLALRXAJtKRLFVYGSYKLIDEANNl)LFTYLR-VYGSQSAL　532
461 VNAASQVGNPNSVFQHWAKVuLRKAfDCRLFVYGSYn.IDEANNl)LFTYLR-VYGGQSAL　519
465 1NVEDQDGDDttSLLNFYRKLLKLRGEYKDLFVYGEMXFLDFDDKKLFTFAKEAPGSPVAY　524
.*‥.*.*日.*.‥‥.*.* ♯*‥.*.****‥書..*‥‥.***.‥ ..*‥.+.
533 VLANFTGKEVSmAETISILKNGAVLLESYQRERPVRPDGTIAVKPFESFVWLDSPN　592
520 VLANFTGKEVSmAETI S ILKNGAVLLESYQRH-PSSATGm-RC-NA I----- -　　568
525 Ⅰ VINFSGEDVKF-EPL- IKGNYX--LVLTNVDKD-SKDALSPYEARmVD----一一　　57 0
‥.**.*‥*‥‥*‥‥‥.*‥‥.*‥‥‥ .
593 ARVGAGGGKL
568 -------
570 -------
Fig. 17麹菌α-ケルコシターゼ(GLCA)のと辞母のマルターゼ(MAL62)のアミノ酸配列の比較
に､推定アミノ酸配列として典型的なzinc binuclear motifを示す塩基配列(maIRA)が存在したoしかし､
現在までに報告されているzinc binuclear motifを有する転写因子遺伝子は約1,500-2,000 bpの大きさ
であり､ manZAのストップコドンは+302 bpに位置しており､翻訳開始点から非常に近い｡そのため､タンパ
ク質として機能を有していない可能性が高い｡ maLRA領域は､非翻訳領域内の塩基配列を相当するアミ
ノ酸配列に当てはめたところ偶然zinc binuclear motifを示しただけかもしれないが､ S. cerevisiw M4Lク
21
-720 6mTTGTCATTGCTAGTCCTCTG6GCAGGAAACACGATGATGCATGCGGGAGCATCGCAACCACCGCCA-TGTGGWCTTrCCCmCTGGATGTAmCCAAATCGTGTAAAG
1600 CATG6AATGGCCATGG6TAACTC仙GTACTTATTCTACCTGACAATGCAAATGACAC8GTT66TGTGGTATTCAGAAGWGTTrGTGGCCCATCTACATrGCGGCTGCCATmAGTGA
-480 TCTATACIGTCGATAGATAATGATGGTTCITACACCGA∝CACGCCTCAAGGAGATXTACCGTATrGACGCTCAmTACTCCATAAGCGT瓜TGCAAATATATATCTTGCl-ACmAGA
-360 CTCACrGGGACmTIGC〟mCTTCCTCAACACTmTAGCCCTAGATATCCAAGTACAGAATAAGGACAGAGCTAAGCAATCATATCATTCTCAATTAATrCACGTATmTITTC
-240 CG仙CGTTTrGm6GCGTAATTGGCAGGTCACATGATGCG6mCGACCAGTCATGCGCGGCAGATCCTCTCAG6CTCTCCGAGTCCCCGACAACmCAATAGTGAACGTGCCCAAGT
- 120 ATGCCAAGTAACCGCGCGCTCCAAATGCTCACTCGuTTCCCTAGWATCATGTCTGTCTACTACAG6ATCAA"CCACmCAGCCACrAACCACGCGACACG6ATATTAGCCCCGTC
I ATGGTGAGGCGICGGGCTTGCGATGGATGCTCTCTCCGCAAAACCCGTTGCAGCGGCGGACAGCCATGTC山CCCTGTGTCCAGTCTGGAmGAATGCTCCTACCTGAAACCAGCIGCA
l一Y A A A A CJ)a C S L A K T R C S a a O P C q P C V q S G F E C S Y L K P A A
12 i AAACCCGGGCCGAAAGGTCCN:GCGCTGAWCTACATGCGTATCAACAGACGCTTGCAGAGCATACGAGACCGTGCTCCCCGTG6CGCAACCGAAACCGCATCACCCGCCAATGTAAGA　240
41 氏 P a P K 6 P A A E T Y ～ RI N 氏 R L O S I A D A A P A a A I E T A S P A N Y R　　80
払I GCAGGCCTGGCG6AGGCIGCCGACTCATCCmATACCAGCCmGAAGTCGCCGGTGACGAACAGATGCCGTTCCTGACTGAATGGCCATCGCAACTGCCTCTTGCAGATGTCTTA　360
81▲G L A E A A D S S R AI P A P E Y A 6 D E Q N P F L T E Y P S Q L P LI D Y L　120
36 1 GGTCAmGGAGGCCTACGAGCATAGAITGTATCCCGTCTGGCCTGTCGTTGACGTTGCTCGCCTTCGCAACTCGmATGCTG6ACGTGAAC仙TGACGAGmCGCTCmGGCATTT　480
121G H L E A Y E H a N Y P Y Y P Y Y D V A R L R N S L N L D Y N NJ)E L R S L▲F Leo
48 I GCGGTATGCGCAGCGACCTGCGCTCAGTTGCAGTGTCATCCTG^CAACCAGAGG瓜GCAAATGTTrCGCGTGGGAAAGTGCTCmG6CGGATCATmGCGAMIATCAGMATTGC　600
L61A Y C A A T C A Q L O C H P D N Q A T O N F R V G K C S L A D H F A K E S E Y C　200
60 1 CGCAGTATGTATGATTACCGTGAAAGTGGCACGmGWCAGTTCTAGGGCCGCTGTTCCrTCATTmACTTCGGTGaACGAACAAGATGTCGACGCCTTCGCTCmCTCCGAGAG　720
201R S N Y D Y R E S a T F E A Y L a P L F L H F Y F a A T N K H S T A S i L L A E　240
72 i TCGGTGACGTTGTGTCAGCTTCAGmATAGGGWATACATATCAAGATATG6ccGTTGAAGAAGAGACGTATAGGCGGAGGGCGTTCTG6CTCCTCTATGTGACTGAAAGAGGT　840
24l S Y T L C O L O a L D A E D T Y QJ)N A Y E E E T Y R A R A F I L L Y Y T E A G　280
84 I CACGCTATTCdCATGGGATCAATN:CTGTCTAAAA6GCTCCATTCGACTGCCAACGCGCGATr6CGCAWG仙TGCCACCTCGmAAGCCTmACAGCCTTGI CG6TCTTTTCATT　960
281H AI q H GI N T C L K G S I A L P T A D C A N E C n L Y E A F D S L V a L FI　320
96 L TCCGTGGAAGGTGTTCTTCTCGAACCCGGTGGCTCGCCTCGCGCCCCCAATACCATCATGTGCAGTAAGGACATGCTCTGTCGCCTACIGAGCCAACTCCGCCAGCGCCTGCAGTGGCCT LO80
32l S Y E G Y L L E P a a S P A a P N TI ～ C S K D N L C 良 L O S Q L R O R L Q Y P　360
1 08 I 1CGGCATACCATGCATTACIGAGWGGATATCGCGATTACCCAACAGTGGCTGCGAGTGCTACmGGCAGCTGTCTTTG仙GAATATmCCTCTCGAGCGCTTCGGCTGATGATTGT 1200
361 T A Y H A L Q A TJ)I AI T q Q I L A Y L L Y O L S L K N I F L S S A S A D D C　400
120 1 ATGAGATTGACCTACCCGGTCCATGTGGCAAGAGATGCGATAGTGCTCAmCCAACGTGCCCC▲8駄TACATTTATGGCACATG.tcctggca細taαt汀t tB tgta tCg- t郎1320
401N A L T Y P Y tl Y A A D A I Y LI S ～ V P Q D T F K A H　　　　　　　　　　　　　　440
1 32 1 cataccgtaagc ttLttPtC切仰山TCAAACTCTTCGAAATCACAAGTACCCTACTGGATGTGATTCACTGTGTTCCCTCCCTTGTGnCCGCAACCCAGCTG GGACATACGATAT 1440
441　　　　　　　　G N Q T L R N n K Y P T G C D S L C S L P C A P O P S Y DI 良 Y　480
1 44 1 ∝AGCTGG6ACATACGATATTCTCCACCAmATGTTATTTACrGTCATCTCTGAGCCACAGACCAmGCCmGAGTTGCTGCAG仙GAAATrAGATGAATCAGGCATTCCATATCGC 156 1
481 S P P F k L F T Y I S E P O T I I P R Y A A E EI R事　　　　　　　　　　　　　　　507
I 56 1 CG仙TTGTCTCGmCCCCGGCTGuCGCGATGACTCTCCAGTCATCGAACCGCTTAATGACGAGGAATTGGATTCTTGGTGAACmGGCCGACCGAAATCCTTGATGGTAACAmC L680
1 68 I TGTATGTGCTAACATTTGAGAATGTTGAACTGAmA6AGTTTTCCCCCACCA6CTCCAACCCTGGCATmGACTATmGA　　　　　　　　　　　　　1 763
Fig. 18麹菌転写因子遺伝子(sugJDの塩基配列及び推定アミノ敢配列
ストップコドンは*で､推定CAAT boxは下線で示した｡
A. oTYgae SUGR I M----V--I-R--一一Rl-A-ACDGCSt･RKT批SG(,qPCQPCVQSGFECSYLKPA　39
A. oLYZae Am 1 NSHSPTDIPSTSEKEMESTPEKPPKQACDNCRRRKIKCSRELPCDKCQRLLLSCSYSDVL　60
A. puasLtL･CぴSUGR I M----V-I-R一一一一一R一一R-ACDGCSLRKTRCSGGQPCQPCAQSGFECSYLKPA　39
*              . ***.*‥**‥**‥.**=* ･‥‥称*‥･･
Fig. 19 ^･ ory2aeのSUGR, AMYRとA･ parasibcusのSUGRのzinc binucLear ndif領域の比較
ラスターや本研究で解析を行ったsqgamtilization gene clustwも転写因子を含むクラスターを形成してい
ることからも､ malP-malTクラスター周辺に転写因子遺伝子が存在していた可能性は高く､この周辺領域
の塩基解析を行う必要があるo (後述するように､この配列はゲノムDNAライブラリーの構築の際に､
.払3Alによる異なる部分分解産物が結合して生じたartifactという稀なケースであることが判明し､実際に
は完全長のmaLRがmalTの下流に存在していた｡ )
mazTはESTデータベースから見出されたことから､転写されていることが示されている｡データとして示
していないが､高濃度のtotalRNAを使用して行ったノーザン解析の結果､ malTはamyRとは異なる転写
因子によりマルトース存在下で発現が誘導され､グルコース存在下では発現が抑制されるカタボライトレ
プレッションを受けていることが示唆された｡
22
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malPの塩基配列ば`5'-GTPtiNGT- - ･PyAGl3'''のhtron splicing siteが確認できないことから､
maIPはイントロンを含まない1,620 bpのORFからなり､ 540 aa､約60 kDaのタンパク質をコードしている
ことが推定された｡ malPの5'一上流塩基配列を解析した結果､ 182--77 bpにかけてTATA配列が存在し､
さらに-293-･289 bpにかけてCAAT配列が存在した｡ -68 bpにも翻訳開始コドンであるATG配列が存
在するが､ TATA配列との距離が短すぎること､また一般的に真核生物の翻訳開始コドンの周辺領域配
列(Kozak配列)として知られている``5'-AmATGl3'''の塩基配列をなしていないことから､この配列が翻
訳開始コドンである可能性は低いものと考えた｡一方､ターミネーター領域には真核微生物poly Aシグ
ナルである5'-AATAAAA-3'がストップコドンから+135bp～+141bpに位置していた｡
maLP全配列から推定されるアミノ酸配列と相同性のあるタンパク質をBlastによって検索した結果､
MAL61 (Michels et al,1989)と43%､ Khopveromyres lactisのマルトースパーミア-ゼMAL21 (Dominguez
etal, 1998)と45%の高いホモロジーを示した｡また､ S. cenew'siaeのガラクトーストランスポーター､へキソ
ーストランスポーターとも相同性を示すことが判明したo
malPの推定アミノ酸配列は､Ala (10.0%), Gly (7.6%), me (5.6%),Len (ll.7%), Phe (5.6% ), Val
(8.1%)といった疎水性アミノ酸の占める割合が高いoまた､ Hydropathy profilc解析及び予想されるタン
パク二次構造から､ MALPには1 1個の膜貫通ドメインの存在が示唆された｡各膜貫通ドメインのタンパク
質の二次構造は､多くの膜貫通ドメインに共通に見られるように､疎水性アミノ酸で構成されたα I-リック
ス構造もしくはβ -シート構造をとっていることが示唆された｡また､トランスポータータンパク質において重
要な役割を担うとされているプロリンも幾つかのドメイン内に確認された｡これらのことから､ maIPは膜タン
パク質として機能していると考えられる｡
malP断片をプローブとして行ったサザンプロット解析では､ maIPと予想される大きさのバンドの他に､も
う一つバンドが検出された｡ maIPがゲノム中に2コピー存在していることが推測されるが､麹菌ESTデー
タベースには-キソースパーミア-ゼといったmalPと高いホモロジーを示すcDNAが多数見出されてお
り､サザンプロット解析によりこれらのmalPのホモログ遺伝子が検出された可能性も考えられる｡
現在までに解明されているデンプン分解酵素遺伝子の転写制御機構ははじめに示した通り､マルトオ
リゴ糖存在下で遺伝子のプロモーター配列に存在するregion Ⅲに転写調節因子Amが結合すること
により､高発現が誘導されるものと考えられている｡しかし､アミラーゼ遺伝子の発現制御において､マルト
オリゴ糖が直接どのような影響をおよぼしているかは明らかではないa -方S. ceretq'siaeのん以L6ローカス
はAuL61,丸山L62がマルトース誘導的に､血uL63は構成的に転写されることが明らかにされており､
MAL63にマルトースが結合することによってMAL63タンパク質の構造変化が生じて転写促進活性が発
現するものと推定されている｡最近になり麹菌においてイソマルトースが最もアミラーゼ誘導を引き起こす
オリゴ糖であると塚越らが報告している.これらの報告と､ amyRは構成的に発現していることを考慮に入
れると､先ずマルトースが菌体内に取り込まれ､イソマルトースに異性化され､このイソマルトースが直接ま
たは間接的にAmを活性化するのではないかと考えられる｡または､マルトースが菌体外の
a-glucosidaseによりイソマルトースに変換され､それが菌体内に取り込まttるというモデルも考えられるoし
たがって､デンプン分解酵素遺伝子発現の誘導基質であるマルトースのトランスポーター遺伝子であると
考えられるmalPが､マルトースやイソマルトースを取り込むのに大きな役割を果たしているか明らかにす
23
ることは非常に重要である｡
陰性クローン1012に挿入されているDNA断片の塩基配列9,435 bpを決定した結果､敵性クローン
10-2はmalTを含んでおらず､ A pwmiticusのnad4, hrL4, gkA, sugRからなるsugar血lization gene
｡usterと非常にホモロジーの高い配列が含まれていることが分かった｡ A. pwm-〟msのsugar utilizadon
gene cltderとA o'yqwのクラスター全体を比較したところDNAレベルで94%という非常に高いホモロジ
ーを示した｡
nadA推定アミノ酸配列はBacilZus subLilisやCaeno'habdh's elegmwのNADH oxidaseとホモロジーを
示したことから､ nadAはNADH oxidaseをコードしていることが示唆されたoしかし､A･ oTyZLWとA･
Ewml.tl･MのnadAを比較したところ､ DNAレベルで87%という高いホモロジーを示したにもかかわらず､
DNA配列の結果よりA. oTWaeのnaLuは翻訳開始点から+ 130bp付近でフレームシフト変異が起きてい
ることが考えられ､推定ORF内にストップコドンが生じてしまい中途半端なタンパク質しかできないと考え
られたoまた､ nadAの塩基配列を3つのそれぞれのフレームでアミノ酸配列に変換しても多くのストップコ
ドンが見られ､スプライシングを考慮に入れたとしても､ A. o'yzaeのnadAは機能していない可能性が示さ
れた｡
hxdは102 bp(+231 bp～+333 bp)と57 bp(増83 bp～+1040 bp)の2個のイントロンを含む1,701 bp
のORFからなり513 aa､ 56 kDaのタンパク質をコードしていることが推測された｡翻訳開始点より97bp上
流にCAAT B｡Ⅹ類似配列5'･CAAT-3'が見られ､ 206 bp上流にはGC boxが存在した｡ S･ Cerevisiaeの
へキソーストランスポーター遺伝子(fWl)のプロモーター領域に存在するGC boxに転写因子MIGlが
結合し､発現を負に制御することが知られていることからも､ A o耶aeのhrL4プロモーター内に存在する
GC b｡Xも同様に転写の抑制に関与していることが示唆されるoターミネーター領域においては､真核微
生物のpoly Aシグナルとして典型的なコンセンサス配列5'-AATAAAl3'が存在していたo
BLASTによりhxL4推定アミノ酸配列とホモロジーの高いタンパク質を検索したところ､ A･ parmiticusの
EmAと98%､ K lacLisの-キソーストランスポーター匹HTl)と34%､同じくS･ Cerevisiaeのmlと
31%であることが分かったDまた､陰性クローン10･lに存在していたMALPとのホモロジーも約30%と比
較的高いものであったo A. pwasib･cwの肌は-キソーストランスポーターであると予想されていること
から､ A. 0,wac hrb4がコードするタンパク質の二次構造を推定するために･ A･ oryzwのmA推定アミ
ノ酸配列のHydropathy profile解析を行ったo A･ parLm･h･msのHmをはじめとする現在までに報告さ
れているヘキソーストランスポーターは12個の膜貫通ドメインを有することが報告されており､ AI
wa,ih･C.,SとA. oryzaeのmAの推定アミノ酸レベルでのホモロジーは96%と非常に高いことからA
a,yzaeの肌の有する膜貫通ドメインも12個であると考えられたが､解析の結果は10個の膜貫通ドメ
ィンから成ることが推測された｡ 10個の膜貫通ドメインを有すること､更に推定アミノ酸もAla(13･3%) , Gly
(A.4%) ,Leu(10.7%) , Phe(6.6%)等の疎水性アミノ酸の占める割合が非常に高いことからもA･ oryzaeの
mAが膜タンパク質であることが示唆された｡ A. pwm･timsのhrb4は､アフラトキシン非誘導培地であ
るPMS (pepton,min耶l and salt)培地では転写が認められないが､アフラトキシン誘導培地であるGMS
(glucose, znincraland salt)培地では転写されるという報告がなされており､ A･ 0,yqaeのhxL4も同様な発
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現制御を受けていることが示唆される｡
gZcA配列を決定した結果､ 76 bp(+356 bp～+531bp)､ 58 bp(+571 bp～輔lS bp)､の2つのイントロンを
含む1,943 bpのORFからなることが分かり､推定アミノ酸配列より603 aa､ 68 kDaのタンパク質をコードし
ていることが示された｡プロモーター領域には典型的なTATAbox､ CAATboxは存在しないが､
TATAboxの類似配列5'-TAAATAT-3'が-80 bp～-86 bpに見られた｡又CAATboxの類似配列
5'-CuT-3'が-108 bp～-I ll bpに存在していた｡ A. oTWaeのGLCA推定アミノ酸配列とホモロジーの高
いタンパク質をBLASTにより検索したところ｣. pwm'Licus GLCAと89%のホモロジーを示した｡また､
PeniciLlium miniolutezmのputative α-glucosidaseと69% ､ Schizosuchl10myCeS POmbeのα･glucosidaseと
66%､ MAL62　と64%､などのグルコシダーゼ(マルタ-ゼ)と高い相同性を示した｡更に､B.
肋ermoglucosi血iiLSの01igo･1,6-glucosidaseと65% ､ Bacillusのα･1,6･glucosidaseと約50%の相同性を
示した｡このことから､ A. oryqaeのgkAはα -グルコシダーゼをコードしていることが示唆された｡
ところで､ A. paraw.LimsのgZcAは3つのイントロンを持つと報告されている｡ 3番目のイントロンと同様
な配列がA. omae gkAにも見られるが､スプライシングのラリアート構造の形成に関与するコンセンサス
配列(5'-PuCTPuAC･3')を保持しておらず､また､このA pwasiLicusのgkAのイントロンに相当する配列
内にストップコドンが認められないことから､イントロンではなくエクソンとして存在しているものと考えた｡た
だし､今後gkAのcDNA塩基配列を決定し､イントロンの有無を調べる必要があろうo
また､ glcAとhxL4は逆方向に転写され､推定翻訳開始コドン間の距離が690 bpと近いことから､両遺
伝子はプロモーター領域を共有しているものと考えられる｡
sugR配列を決定した結果､ +1285 bp～+1345 bpにイントロンを含むl,521 bpのORFからなることが分
かり､推定アミノ酸配列より507 aa､ 54 kDaのタンパク質をコードしていることが示唆された｡また､プロモ
ーター領域にはCAAT配列の類似配列5'-CAAT-3'が･140 bpの位置に見られた｡ホモロジー検索を行
ったところ､A. pwasiEicusのSUGRと90%､A. oTyquのAmと30%､ S. CeTeVisiaeのMAL63と29%
の相同性を示した｡このように推定アミノ酸配列が転写因子と高い相同性を示し､ N末端周辺の推定ア
ミノ酸配列には転写因子特有に見られる典型的なzinc binuclear motifが存在することから､ sugRは転写
因子をコードしているものと考えられるo amyRをはじめ､アフラトキシン生産に関与するaPZなど､様々な
zinc bimclear motifを有する転写因子遺伝子がA. owaeからクローニングされ､その多くがクラスターを
なし､クラスター内の発現制御に関わる重要な役割を担っていることが報告されている｡このことから､ A.
oryzaeのSUGRはhx仏gkAの発現制御を調節していると考えられるo
A. parasitimsのsugar udlization gene chsterの上流には約70 kbからなるアフラトキシン生合成遺伝
子群が存在していることがYuらにより報告されおり､今回ホモログとしてクローニングしたsugarudi2:血ou
gene clusterを含む敵性クローン10･2挿入断片中にも､ A pwadLimsのアフラトキシン生合成遺伝子群の
末端に存在する遺伝子oTdA, moxY, qpXとホモロジーを示す配列が見出された(Fig. 20) ｡決定した範囲
内においてはoTdA, moxY, qTXともに90%以上の高いホモロジーを示すことが認められたo A･ owaeは
古くから醸造産業に利用されておりその安全性が確罷されている｡しかし､分類学的にはアフラトキシン
生産菌であるA. Patwと極めて近い群に属しており､ A oTyZaeがなぜアフラトキシンを生産しないかにつ
いては食品衛生学的な見地からも非常に興味深い.これまで､ A. owaeに属する菌株のうちの過半数に
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はA.ノ払WやA･ pwa,ib･cusのアフラトキシン生合成遺伝子群が存在するが､この生合成遺伝子クラスタ
ーの一部または大部分が欠失している菌株も存在することが報告されている｡本研究で遺伝子ライブラリ
ーの構築に利用した株RIB40は､アフラトキシン生合成遺伝子クラスターを有しているが､このクラスター
のすぐ下流に存在するnaLu遺伝子の推定ORFにはフレームシフト変異によりストップコドンが多数入っ
ており､ ps伽dogeAeとして機能していないものと考えられる｡したがって､ R皿40のアフラトキシン生合成遺
伝子クラスター内の遺伝子にもいろいろな変異が生じており､機能しなくなっていることが予想される｡こ
れまでo畑, moxY, qpXの塩基配列を決定した範囲内では､このような変異は藩められていないが､全
塩基配列を調べることにより､乃α出のようにORF内の途中にストップコドンなどが入ることにより機能を失
っていることが明らかにされる可簡性が考えられる
Sugar utilizing gene cluster
afLatoxin gene cluster (70kb)
⊂=====ここウニここここここiiii
47%
orldH　　　血　　cypX mary ov朗
===:二コ　===:二コ　ここ=　==二コ　⊂コ
?%　　98%　　89%　90%
nigだ_卓望　澄jピ　上5b
saJI Ly.=53,1砂Ⅱ砂Ⅱ 89/Ⅱ　SaJI勿ⅡSaJISaJI
Clone 10-2
Fig. 20 A･ ovy2aeのsugar utilization gene (GLC) clusterを含む領域の遺伝子構造
各遺伝子名の上の数字は^. paJWhJCuSのそれぞれの遺伝子産物との相同性を示す｡
2 MALクラスターのmaJRの構造と機能解析
lで述べたように､麹菌の丸山Lクラスターには､酵母マルトースパベアーゼ遺伝子AuL61 8こ相同性
の高い配列maIP(推定アミノ酸配列で43%の相同性) ､菌体内マルタ-ゼ遺伝子malTlおよび推定アミ
ノ酸配列が転写因子に特徴的なCys6 zinc binucleaq motifを持つ配列malRAが含まれていたo Lかし､
malRAは翻訳開始点より'357bpの位置にストップコドンが存在し､報告されている種々の転写因子と比較
してコード領域が非常に小さく､ maLRAは機能していないことが示唆された0 -方､麹菌ESTデータベー
ス中にmaDtAに存在するzinc binuclearnotifを含む周辺領域と全く同じ配列を持つクローンJZO771が
見出されたo部分的に配列決定されたESTクローンJZO771は､ zinc binuclearmotifを含む翻訳開始点よ
り+ 195bpまでがma伏Aの配列と全く同一であり､それ以降は全く異なる配列であることがわかった｡ EST
クローンJZO771が麹菌におけるマルトース資化関連遺伝子の転写因子の遺伝子をコードしている可能
性が示唆され､本クローンの配列及びその遺伝子の麹菌染色体における位置､さらにその周辺領域に存
在する遺伝子等を明らかにすることを目的として研究を行った0
2-1 ESTクローンJZO771の配列決定
シーケンス反応はPERm-ELMER社のABI PRISMシーケンスキットを用いて行なったo蛍光標識法
はBig恥Terminator Cycle Sequencingで行ない･ Bill"c Teminator Cycle Sequence FS Ready
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Reactionキット(P伽4303149)を用いた｡又一つのサンプルについて､ Takara M13 Primer M3または
Takara M13 Princr RVを用いて両方向からシーケンス反応を行なった｡
サブクローニングにより作製した各テンプレートDNAにつき､プライマー(Takara M13 Primer M3又は
Takara M13 Primer RV､ 2.0 pmol/pl)を3.2 pmol､テンプレートDNAを0.5 pg､プレミックス8 plをサンプ
)レチューブに入れ､総量が20 plとなるように滅菌水を加えたo浪合後､サーマルサイクラ- (Takam PCR
ThernalCycler Personal)を用いて､ ①96℃､ 30秒(変性反応) ②50℃､ 15秒(アニーリング) ③60℃､ 4分
(伸長反応)を1サイクルとして25サイクル反応を行なった.反応後､反応頼20 plを1.5 mlマイクロチュ
ーブに移し､ 3 M酢酸ナトリウムと95%エタノールを加え-20℃で10分間放置し､ 15,000 rpm､ 4℃で20
分間遠心分離を行なった｡遠心分離終了後沈殿を取らないようマイクロピペットを用いて注意深く上清を
除いたのち､ 70%エタノール25叫1を加えボルテックスミキサーを用いて軽く捷拝し､ 15,000 rpm､ 4℃で5
分間遠心したD遠心後上清を完全に除き､真空乾燥した｡ DNAシーケンシングは､ PERKIN ELMER社
のABI PRlSMTM310 GenedcAnaly衣rを使用した｡上記で調製したサンプルを25 plのTcnplate
suppression ReagctLt CrSR)で溶解､ボルテックスミキサーで十分に浪合し､ 95℃で2分間加熱した｡加熱
後氷水中で急冷し､専用チューブに移してシーケンシングを行なった｡
ESTクローンJZO771に含まれるcDNAは､ 1,398 bpのORFからなり､推定アミノ酸配列より465アミノ
酸残基(aa) ､約53 kDaのタンパク質をコードしていると予想された(Fig. 21)｡本cDNAの全塩基配列か
ら推定されるアミノ酸配列と相同性のあるタンパク質をBLAST(BasicLecal Alip皿ent SczFCh Tool ;
Altsclml et al, 1990)によって検索した結果､タンパク質全体で酵母血以L-activatc･r protein MAL13に対し
て21%の相同性を示し､ zinc finger motif領域においては酵母や麹菌の転写因子のものと40%以上の高
い相同性を示していた0
2-2 Southem解析によるmanPの麹菌ゲノム中における位置の確認
推定アミノ酸配列より､ ESTクローンJZO771がコードするタンパク質は､ A…や酵母の血uLクラスタ
ーの転写因子MAL63などと大きく違わない分子量53 kDaを持っていたことから､ ESTクローンJZO771
は麹菌の血以Lクラスターの転写因子をコードする遺伝子のcDNAであることが予想された｡そこで､本
〇DNAをコードする遺伝子をmaLRと命名し､ maLRのゲノム中の存在位置を明らかにするために､サザン
解析を行なった｡プローブとしては､ maLRとmanZAに共通する約180 bpの塩基配列及びmaLRのみに存
在する約1 kbの配列を用いた｡
麹菌RJB40株をYPD液体培地20血に植菌し､ 30℃で12時間振塾培養した｡増殖した菌体を
滅菌水で洗浄し水分を十分きった後､液体窒素を用いて菌体を破砕したo菌体破砕後､粉状の菌
体を1.5 ml容マイクロチューブに移しTE(10dTris･HCl(pH8.0), 1 mMEDTA)0.4 dに懸濁し､
等量の溶菌溶液(5 mMEDTA, 0.1% SDS)を加え携拝後､室温で約10分間放置した｡その後､ 3,000
rpnで10分間遠心分離した｡上帝を別のマイクロチューブに移し､フェノールークロロホルム処
理を施し､クロロホルム･イソアミルアルコール処理､エタノール沈殿を行い､沈殿を真空乾燥し
てエタノールを完全に除去したoこの沈殿を400 plのTE緩衝溶液に溶解し､ RNase Aを最終濃
度100pg/hlとなるように加え､ 37℃で1時間RNase処理した｡反応後､フェノールークロロホル
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l ATGGAGGACCACCCTCGACCTCGAGTACACAAGGCATGCGACGCGTGCGGACGAAGGAAA　60
M E D H P R P R V H K A C D A C C R R K
6 1 GTTCGCTGCAATGGCCAGCAACGATGCCAGCAATGTGAGCACATGGGCCTAGTCTO:ACA 120
v R C N G Q Q R C Q Q C E H 班 G L V C T
12 I TACACCGATAATCGACTCGCGCGATCACGGAAACACGCGCTTCGTCGGGGAGAAGTTATC 180
y T D N R L A R S 氏 K H A L R R G E V I
18 1 TCGAAACATAAGATCGAGTCGTCGTCAAATGTACTTCTTGCACCAGCTTTATCACCAGTT　240
s K H K I E S S S N V L L A P A L S P V
24 1 TCAACCTCGTATTTTGAAAGCCTAATCCCGGAATATATGCATTTCGTATACCCATTCAAC　300
s T S Y F E S L I P E Y 班 H F V Y P F N
30 1 CCCATCATGACCGAGGACGAGGTGCAAGATGCAGTCAGCAAAATGGACTCGGATAGGGAG　360
p I 班 T E D E V Q D A V S K M D S D R E
36 1 AACGCAGCATTTGTATACGCATTCGCTGCCGCCACTATTGACCTGGCGCAATCCAATCGC　420
N A A F V Y A F A A A T I D L A Q S N 氏
42 1 CCCACGTCAAGCGCCTCGACGCACATCACCCAGCTTGTCAATCAAGCCATCGAAACCCAA　480
p T S S A S T H I T Q L V N Q A I E T Q
48 1 CCGCCCATGTTTCTTGGCTTCCGGCCGTCCATCCTGCGCACAATGACCAACGTATTTATA　540
p p N F L G F 衣 P S I L R T M T N V F I
54 1 CAGATGTGCTTTATGAGCCTTGGCCAATATGACCTCGGCTTTATATATCTGCGTGAAGCC　600
Q 班 C F M S L G Q Y D L G F I Y L R E A
60 i ATCACCATGATCCACCTCCTGCGCATCGAGGACAAGACTGCTCTCGCAAATCTCAACCCC　660
1 T 班 I H L L R I E D K T A L A N L N P
66 I ACAGAACGAGCACGACGCCAACGTCTTTACTGGTTATGCTTCATCCATGAGCGATTCATG　720
T E R A R R Q R L Y W L C F I H E R F M
72 1 TCGATTGTCCACTTCTCTCCCGCAACCCTATCCCCCCATGCCTCCTTCCCAGAGGCTGAC　780
s I V H F S P A T L S P H A S F P E A D
78 I CCCACCCTGGCCCCCGGTATCTCCCAGGGCTGGACCCAAGTCATCAAGACCTTCCTGATC　840
p T L A P G I S Q G W T Q V I K T F L I
84 1 CTCGAACCAACCTTCATAAACCTCTGGATCGGCGACAGAAGCCAAGTCTCAGCGAAATGG　900
L E P T F I N L W I G D R S Q V S A K W
90 1 GTCGAGAAAAAGTACCAGGAGCTAGACGACGCCCGCTGGGAACTCGAAGTCTCGATGTTA　960
v E 氏 氏 Y Q E L D D A R W E L E V S M L
96 1 TCCGAGACGCAGCAAGCCGATCTCGTCATCACCCGACAGTGGATGCGTACTCTGCTTTGG 1020
s E T Q Q A D L V I T 氏 Q W M R T L L W
1 02 1 CAGATGGCCATGTCTAACTG∝TTmATCCTCTCGTGCTCCCTGTCCTTCACTATCCCTA 1080
Q 班 A 班 S N W L L S S R A P C P S L S L
1 08 1 GAACTCCC∝TCCGGCTATCCGGCCAGCTGAGACAATTCCTGACTAAGATCTC∝AA仙T 1 140
E L P L R L S G Q L R Q F L T K I S Q N
1 14 I ACGATTCGCGTGCACGGATCTTCCATTCTCACCAAGTTGGTGGAGATCATTAATACTATC 1 200
T I R V H G S S I L T K L V E I I N T I
120 1 ∝CGATGTTGTTATTCATCTTCC∝AGGC仙CGCTGGAGCAGACCACTAGCCGGATTGG6 1260
A D V V I H L P Q A T L E Q T T S R I G
126 1 GATATTGTGTTTATGAAGAGTGTGGTGTTTTCGTTTCATAATTTACAGCAGGTGTCGAAG 1 320
D I V F M K S V V F S F H N L Q Q V S K
1 32 I GATATTCTTCTTGAGAAGTTCTGTTTGATTAGGGACCGGTTTCCAGGGATTGAGGCTGCT 1 380
D I L L E 氏 F C L I R D R F P G I E A A
1381 TGTCAATTGACTTTTTAG 1398
C Q L T F　*
Fig. 21麹菌RIB40株のmamcDNAの塩基配列及び推定アミノ敢配列
ム処理を行ったoその後､上清を移しクロロホルムーイソアミルアルコール処理したoその上清を
移しエタノール沈殿を行い､得られた沈殿をTE 100plに溶解した.
麹菌ゲノムDNA 20 pgを制限酵素BmHL血oM､ PstL XbaIそれぞれで分解した後､アガロ
ースゲル電気泳動に供し､エチジウムブロマイド溶液に10分間浸漬した｡トランスイルミネ一夕
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-で泳動の状態を確認後､ VacuumBlo触rにより0.4 M NaOHを転写バッファーに用いて30分以
上DNAをプロットした｡プローブの標識は､AmerslmPhamaciaBiotechのECLDirectのキット
を用いて行なった｡プローブDNA断片100ngを20plの滅菌水に溶解し､ 100℃で10分間ボイル
した｡直ちに氷水で急冷した後､付属のLabeling Rcagentを20 pl加えて撹拝し､さらに付属の
Glutaraldehyde捧被を20 pl加えボルテックスで撹拝した後に37℃で10分間インキュべ-トして
プローブを標識したoプロットしたメンブランを42℃に保温しておいた付属のハイプリダイゼ-
ションB血10mlに浸漬し､ 42℃で1時間プレハイプリダイゼ-ションを行なった｡調製した標
識プローブを加え､ 42℃で12時間ハイプリダイゼ-ションを行なったoキットに付属のDetectiOn
Reagent l及びD蝕CtionReagent2を等量ずつ混合し､ 1分間メンプランを浸潰した.表側に空気が
入らないようにラップに包み､暗室にてⅩ一線フイルムに感光させた｡
SotIth6m解析の結果､ mamz､ maLRAに共通する約180 bpの部分をプローブとした場合と､ maDtのみ
に存在する約1 kbをプローブとした場合で､全く同じ位置にバンドが検出されたoこの結果から､ maLRA
及びma訳は麹菌ゲノム上の極めて近い位置に存在していることが示された｡
2-3　PCRによるman7の麹菌ゲノム中における位置の決定
maLRAとmanZには､ともに翻訳開始点から+195bpの位置に制限酵素SmL3AIの認識部位が存在し､そ
れより上流の配列は全く同一であり､下流の配列は全く異なるものであった｡ maHZAは麹菌R皿40株ゲノ
ムのファージライブラリー由来のクローンを配列決定したものによるが､ライブラリーを作成する際に麹菌
ゲノムをSau3Alで部分消化したものを用いていたbそれゆえ､ malRAは本来の麹菌ゲノム中の配列を反
映してはおらず､ライブラリー作製の際のアーティファクトである可能性が考えられたoそこで､ PCRを用い
てmauZのゲノム上の位置を確認することとしたo maDZがmalP､ malTとクラスターをなして存在しているの
であれば､ Fig. 22に示すAプライマーとBプライマーの組み合わせにより約1.8 kbのバンドが増幅され
るはずである｡また､ファージクローンがゲノム構造を反映したものであれば､ AプライマーとCプライマー
の組み合わせにより増幅産物が得られるはずである｡ PCRのテンプレートとして麹菌RIB40株のゲノム
DNAと､対照として遺伝子ライブラリーから取得したファージクローンを用いた. Fig. 22に示したアガロー
スゲル電気泳動の結果から､ ma訳は麹菌ゲノム中でmalP､ malTと共にクラスターをなして存在しており､
以前に得られたma訳Aは､麹菌ゲノムファージライブラリーを作製する際のアーティファクトであったことが
明らかとなった｡
2-4考察
今回決定したmaLR cDNAは1,398 bpのORFからなり､推定アミノ酸配列より465aa､約53 kDaのタン
パク質をコードしていると予想された(Fig. 21) ｡これは､酵母のA以Lクラスターの転写因子MAL63 (474
アミノaa､ 54 kDa)などと比較しても妥当な分子量であり､また､ ma訳のCys6 zinc finger notifは麹菌や酵
母の転写因子のものと40%以上の高い相同性を示したことから､ maIR遺伝子の産物であるMALRが何
らかの転写因子として機能している可能性が示唆された｡さらにPCRの結具より､ maLRは麹菌ゲノム中に
malP､ malTとともにクラスターをなして存在していることが示されたo酵母と麹菌は同じ子嚢菌類に属し､
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進化的にも近縁であるとされているoマルトース資化に関わる遺伝子群が麹菌においても酵母と同様なク
ラスターをなして存在することは､進化的な意味においても大変興味深いものである｡酵母においては､
MAL13やMAL63などの転写因子がそれぞれのクラスター内の遺伝子群の発現を制御していることから･
麹菌においても同様の制御がなされていることが予想された○そこで､このことについて次の項で検討し
たo
-/　-壬
●
A primer
こ　　　　~
●
B pmmer
matRA
===コ　　　　　⊂===コ
●
Apnmer Cprlmer
)i,JII･17dTl1 1　2　.1　4
Fig. 22 PCRによるmatR遺伝子のゲノム上での位置の確認
Lane 1. 2; RIB40ゲノムDNA(1′ A primer+a primer; 2, A primer+C primer)･
Lane 3. 4;ファージクローンDNA(3, A primer+B primer; 4, A primer+C primer)
3　M4Lクラスターの発現解析
上で述べてきたように､酵母の肋Lクラスターに非常に良く似た構造のクラスターが麹菌にも存在する
ことを明らかにした｡麹菌のAuLクラスターのうち､ malTはすでに菌体内マルタ-ゼ活性を有することが
確認されており､ malPの推定アミノ酸配列は酵母のマルトースパーミア-ゼMAL61と44%､ malRの推定
ァミノ酸配列は上流部分に糸状菌や酵母の転写因子に典型的なcys6 zinc binuclear motifを有し､酵母
の血以Lクラスターの転写因子MAL63と21%の相同性を示したo酵母においては､培地中の炭素源の違
いにより肋Lクラスターに存在する遺伝子群の発現が変化する｡肋L6 locusを例にとると､マルトースを
炭素源とする培地では地上61,肋エ62,九以L63が共にMAL63の作用により高発現し､グルコースを炭
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素源とする培地ではそれらの遺伝子の転写が抑制されたり､マルトースパーミア-ゼMAL61がプロテア
ーゼによる分解を受けたりする(Michels et a1 1996) ｡そこで､麹菌の血以Lクラスターにおいても､そのよう
な炭素源の違いによる遺伝子の発現応答が存在するかについて検討した｡
3-1 ma/P. ma/T. man7の発現解析
麹菌RD40株を､炭素源の種類を変えたC2aPek･Dox(CD)培地(70 mM NaN0,､ 2.5 mM KCl､ 10
nM KH2PO4､ 2 znM MgSO4､ 1%炭素源､ pH6.5)で30℃､ 48時間振塾培養し､ malP､ malT. maLRにつ
いてノーザン解析を行なった｡炭素源としては1%(W/W)マルトース､ 1%(W/W)グルコース､ 1%(W/W)ダリ
セロールをそれぞれ用いた｡菌体を液体窒素で凍結し､十分に破砕した後チューブに移し､菌体0.1 g当
りl mlのISOGEN(NIPPON Gm)を加えよく混合しした｡室温で5分間放置した後ISOGEN lmiに
対し0･2血のクロロホルムを加えよく浪合し､室温で3分間放置した｡ 4℃､ 15,000rpmで15分間遠心分
離し､上層を別のチューブに取った｡取得した上層へ等量のイソプロパノールを加え室温で10分間放
置した後4℃､ 15,000rpmで10分間遠心分離し､上清を取り除いたb沈殿に5 mlの70%エタノールを加
え､ 4℃､ 15,000 rpnで5分間遠心分離した｡上清を取り除き､得られた沈殿を乾燥させた後､ TEに溶解
し､ totalRNA溶液とした.
取得したtotalRNA 10 pgをホルムアミド10 pl.ホルムアルデヒド3.5仙10×MOPS Buffer 1 plととも
にDEPC処理水で20 p=こfill up L､ 65℃､ 15分加熱後氷水で急冷して変性させたo変性させたtotal
RNAをホルムアルデヒド変性アガロースゲルで電気泳動した｡電気泳動後のゲルをNaOH_エチジウムブ
ロマイドに浸漬し､中和･脱色液に15分間浸漬した｡もう一度中和･脱色液に15分間浸漬し､ 20×SSCに
15分間浸漬した｡さらにもう一度×20 SSCに15分間浸漬し､トランスイルミネ-クーで泳動の状態を観察
した｡メンブラン(Itybond-N')に泳動後のゲルよりRNAを転写し､メンブランにトランスイルミネ-クーで
LJVを照射して転写の状態を観察した｡転写後のメンブランを80℃で2時間ベイクした.
ノーザン解析に用いるプローブは､ malP､ malT. maLR､及びヒストン遺伝子それぞれの配列の一部を､
DIG Probe SynthesisKitを用いて標識して調製した｡プロットしたメンブランを10 mlのDIG Easy
tlybridization B曲r中で50℃､ 1時間プレハイプリグイゼ-ションを行なった｡標識プローブを10 pg/mi
の濃度となるように加え､ 50℃で12時間ハイプリダイゼ-ションを行なったBハイプリグイゼ-ション後のメ
ンブランは､ 0.1%のSDSを含む2×SSCで室温にて5分間洗浄した｡もう一度0.1%のSDSを含む2×
SSCで室温にて5分間洗浄し､続いて0.1%のSDSを含む0.1 ×SSCで､ 6S℃､ 15分間洗浄した｡再度
0.1%のSDSを含む0.1 ×SSCで､ 6S℃､ 15分間洗浄した｡洗浄したメンプランをマレイン酸バッファー
(100 mMマレイン酸､ 150 mM NaCl､ pH7.5)に1分間浸漬し､その後37℃のブロッキング溶按中で60
分間穏やかに振塗した｡抗DIG-AP抗体(Roche)をブロッキング溶液で10,000倍に希釈した反応液にメ
ンブランを浸漬し､ 37℃で30分間穏やかに振塗した0 03% (V/V)のTween 20を含むマレイン酸バッファ
ーで室温､ 15分間の洗浄を2回繰り返し､検出バッファー(loo mM TriS-HCl(pH9.5) ､ 100 mMNaCl､ 50
DiM MgC12)に室温で2分間浸漬した｡メンブランを乾燥させないようにラップで包み､暗室にてX_線フイ
/レムに感光させてシグナルを検出したo
ノーザン解析の結異をFig. 23に示したが､ maLRは発現は弱いながらもマルトース､グルコース､及びグ
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リセロールのいずれの炭素源でも発現が認められたo一方､ mamまマルトースで最も非常に強く発現して
いたが､グルコースやグリセロールを炭素源とした場合には発現がほとんど認められなかったo同様に､
malPbマルトースを炭素源とした場合に発現が認められたが､グルコースやグリセロールでは全く発現が
見られなかったo
G山cose Maltose GIyCerol (1%)
ma/P
manZ
Histone
Fig. 23麹菌MALクラスター中の遺伝子の炭素源の違いによる発現プロファイル
3-2考察
酵母の丸山L6クラスターに存在するマルトースパーミア-ゼ遺伝子肋L61とマルタ-ゼ遺伝子丸山L62
は､ともに転写因子MAL63の制御下にあり､マルトースを炭素源とした培地で高発現するo肋L61と
M4L62はプロモーター領域の一部を共有しており､血以L6Jの開始コドンの上流･515 bpから-582 bpの68
bpの配列が､ MAL63による両遺伝子の転写活性化に必要であることが報告されている(Michels et all
1992) ｡麹菌も酵母と類似のマルトース資化関連遺伝子クラスターを有していることから､麹菌においても
酵母と同様にmaLRによるmaZTtmalPの転写制御がなされていることが予想されたDそこで､麹菌の九以Lク
ラスターに含まれる遺伝子群の発現解析を行なった｡ノーザン解析の結果から､ ma17ではマルトスを炭
素源とした場合に非常に強い発現が見られたが､グルコースやグリセロールではほとんど発現が見られな
かった｡また同様に､ ma伊でも､マルトースを炭素源とした場合にのみ強い発現が認められ､グルコースと
グリセロールでは発現は認められなかったo一方､ malRはいずれの炭素源においても弱い発現が認めら
れたo以上の結果から､麹菌においては桝alPとmalTIの遺伝子発現は共通の機構で制御されていることが
示されたoまた転写因子遺伝子maLRは構成的に発現しており､この発現様式は酵母MAl･ loctwに存在
する転写因子遺伝子丸山L63や麹菌のデンプン分解酵素遺伝子の発現に関与する転写因子遺伝子
myRと同じである.
32
酵母のMAL loctuと同じように､麹菌のMALクラスターのmalPと桝amま共通の転写因子MALRによって
発現が制御されていることが予想され､そのプロモーター領域にMALRの結合するシスエレメントが存在
すると考えられる｡ maLPとmamま互いに逆方向に転写され､共通のプロモーター領域を共有している可
能性がある｡しかし､プロモーターを共有していると考えるにはそれぞれ遺伝子の翻訳開始コドンの間の
距離が少し長すぎるのではないかとも考えられる｡酵母において､血uL61の翻訳開始点出血L62の翻訳
開始点との間の距離は875 bpであるが､麹菌におけるmalPの翻訳開始点と桝aZZIの翻訳開始点との間の
距離は1,155 bpと長い｡また､転写因子MALR.が実際に転写因子として機能しているかの問題もあげられ
る｡ Fig. 9で示したMALRのCys6 zincfingcr motift他の転写因子のそれとのアラインメントを見ると､ 4番
目のシステイン残基の隣のアミノ酸が､ MALR以外ではプロリンであるのに対し､ MALRではアルギニンで
ある｡ zinc finger motifEB分をBLAST検索にかけたところ､ヒットのあった106のSubject全てについて､ 4番
目のシステイン残基の近傍はPro･CysまたはPro-X･Cysという配列を持っていたCアミノ酸配列中にプロリ
ンが存在すると､その部分でペプチドが大きく折れ曲がることから､ DNA結合モチーフには特に重要な部
分である可能性が高い｡ MALR.はそのプロリンを欠くために､転写因子としての機能になんらかの影響を
与えていることが示唆される｡非常に保存されているプロリンがアルギニンに置換されているMALRが機
能のある転写因子として実際に働いているかも含めて､今掛ま桝aIRの遺伝子破壊などにより機能解析を
行うことが望まれる｡
4 n7a/Pの機能(マルトースパーミアーゼ活性)解析
麹菌は菌体外にα -アミラーゼなどの酵素を多量に分泌し､デンプンを消化する能力が非常に高い｡そ
の性質ゆえに日本酒の醸造などに伝統的に利用されてきた｡麹菌が多量に分泌するα _アミラーゼはデ
ンプンを消化し､最終産物としてマルトースを遊離する｡したがって麹菌は最終的にマルトースを非常に
効率よく資化していると考えられるBその一方で､麹菌がマルトースを菌体内に取り込む機構は全く明らか
にされていない.麹菌と同じ子嚢菌類に属する酵母では､血uLクラスターの産物であるマルトースパーミ
ア-ゼやマルタ-ゼがマルトース資化の主要な役割を担っている｡これまでの私たちの研究により､麹菌
においても酵母と同様の血uLクラスターが見出され､さらにクラスター内の遺伝子malPがコードする推定
アミノ酸配列MALPが酵母のマルトースパーミア-ゼMAL61と43%と高い相同性を示した｡ MALPの
Elydropathy profile解析と予想されるタンパク質二次構造から､ 1 1個の膜貫通ドメインを有する膜タンパ
ク質であることがことが示唆され､麹菌における主要なマルトーストランスポーターとしての機能を担ってい
ることが予想された｡そこで､ MALPの機能としてマルトースパーミア-ゼ活性を有することを確認するた
めに､マルトースパーミア-ゼ欠損酵母-のmalP相補実験を行なった.また､麹菌のmalP遺伝子破壊
株を作製して､その表現型を観察した｡
4-1マルト-スパーミア-ゼ欠損辞母へのma/Pの相補
マルトースパーミア-ゼ欠損酵母としては､ S. cerevisiae CMY1050株を用いた｡ CMY1050株は唯一の
.岨4Lクラスターとして血uLlをlコピーだけもち､マルトースパーミア-ゼ遺伝子九以LllをHJS3により置
換破壊した株であるoこのCMYIO50株に､酵母アルコールデヒドログナ-ゼ遺伝子ADHlプロモーター
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の制御下にあるmalPをpYC系シャトルベクターにて導入し･マルトースパーミア-ゼ欠損を相補するか
を検討した｡
酵母セントロメア配列CEN6をもち､選択マーカーとして酵母URA3を含む酵母シャトルベクターpRA-6
を制限酵素Ecofuで切断し､次いでCIAP (Calfintestine曲line phosphatase)で処理した0両端にEcoRI
認識配列を付加した麹菌のmalP断片をEcomで切断し､ PRA-6とライゲ-ションしてpYCmalPを構築し
た(Fig.24)0
malP
EcoRI EcoRI
pVCmdP
7.9 kb
LLZlHI
Promoter
Fig. 24酵母におけるma/P発現用プラスミドpYCmalPの構築
このpYCmalPを用いて､マルトスパーミア-ゼ欠損酵母CMYIO50株を形質転換したo CMY1050
をYpD液体培地で30℃､ 2日間前培養し､その培養液200 plを50 mlのYPD液体培地に植菌した0
30℃にて吸光度A6..-0.5となるまで培養し､ 3,000 rpm､ 5分間遠心分離して菌体を回収した｡回収した
菌体を10 mlのⅧ中に懸濁し､再度3,000 rpm､ 5分間遠心分離により洗浄したo上帝を除き､ Ⅷ 2 ml
に懸濁し､そのうちl mlを15ml容チューブに取ったo 1 mlの0･2M酢酸リチウムを加え､ 30℃にて1時
間振塗した. 250 plずつl･5 ml容のマイクロチューブに分注し､それぞれにpYCmalPを10 pg加えた0
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30℃にて30分間インキュべ-トし､ 250 plの70%(W/V) PEG 6000を加え､よく混合した｡ 30℃にて1時間
インキュべ-ト後､ 42℃､ 20分間のヒートショックを施し､室温で放置冷却した｡滅菌水で数回遠心洗浄し､
100 plの滅菌水に酵母菌体を懸濁後､ウラシルを含まない選択プレート(C源はグルコース)に植菌して
30℃､ 2　日間培養した｡選択培地で生育が見られた菌体を再度選択培地に植菌し形質転換株の確認を
行った｡
得られたmaLP導入株を､炭素源として0.1%(Wル)マルトースを含む培地に植菌した｡コントロールとし
て形質転換前のYMCIO50株､及びYMCIO50株の親株でマルトースパーミア-ゼ遺伝子地上61を保
持している酵母YMCIOOl株も同時に植菌した｡結果をFig.4-3に示した｡
cMY1050P株はCMYI O50株よりもマルトース0.1%を唯一の炭素源とする培地において生育が旺盛で
あることが観察された(Fig. 25).マルトースパーミア-ゼ欠損酵母CMYIO50株に麹菌malPを導入した
結果､酵母がマルトースの取り込み能を回復しマルトース単一炭素源の培地で生育したことから､ malPが
マルトースパーミア-ゼ活性を有することが確認された｡この結果から､マルトースを非常によく資化する
にもかかわらず､いまだ同定されていなかった麹菌のマルトース取り込みに関わるパーミア-ゼの遺伝子
の一つが明らかとなったと言える｡
Fig. 25酵母マルトースパーミアーゼ欠損変異の麹菌mam遺伝子による相補
4-2　マルトースパーミアーゼ遺伝子ma/P遺伝子破壊株の作製とその表現型
マルトースパーミア-ゼ欠損酵母CMYIO50株に対するmalPの相補実験により､ malPがマルトースパ
ーミア-ゼ活性を有することが確認されたo次に､麹菌においてmalPが主要なマルトーストランスポータ
ーであるかどうかを確認するために､遺伝子挿入破壊法により麹菌におけるmalP破壊株の作製を試み
た.この際､ malP破壊による表現型の変化を観察する上で､一つの問題が考えられた｡通常､マルトース
のトランスポーターを欠失する酵母は､マルトースを唯一の炭素源とする培地において生育の悪化が観
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察される(Michels et al. 1996) ｡しかし､麹菌はグルコースを唯一の炭素源とする培地においても少量な
がらα _グルコシダーゼを菌体外に分泌生産する｡このため､麹菌がマルトーストランスポーターを欠失し
ていても､菌体外のα -グルコシダーゼによりマルトースがグルコースに分解され､このグルコースを取り込
んで生育してしまう可能性がある｡そこで､ malP破壊による表現型を観察するために､転写調節国子
AMYRによるデンプン分解酵素遺伝子の発現制御機構を利用することとした｡麹菌のデンプン分解酵素
遺伝子は､プロモーター領域にrcgion Ⅲと呼ばれる配列を持つ｡培地中にマルトースが存在すると菌体
内のAmが活性化され､活性化されたAmはregion Ⅲに結合してデンプン分解酵素遺伝子の転
写を強く促進するo培地中のグルコース濃度が上昇するとAmは不活性化され､さらに転写抑制因子
cREAが活性化されてデンプン分解酔素遺伝子の転写が抑制される｡このシステムを利用すれば､ maIP
破壊による表現型を観察できると考えた｡そこで､麹菌NS4株にグルコアミラーゼ遺伝子プロモーターの
制御下にある大腸菌β -グルクロニダーゼ(GUS)遺伝子uiLuを導入した｡正常にマルトースを取り込むこ
とができる麹菌株では､マルトースを炭素源として培養した際にAmの括･肘ヒとそれに続くデンプン分
解酵素遺伝子群の高発現と同時に､菌体内GUS比活性が増大すると考えられる｡一方､マルトスパ~
ミア-ゼを欠失した菌株はマルトースを菌体内に取り込むことができず､マルトースを炭素源とする培地に
おいてもAmが活性化されず､従って菌体内GUS活性の増大も観察されないはずであるoそこで以
上の実験系を用いてmalP破壊の表現型を観察することとした｡
(1 )麹菌へのGUSレポーター遺伝子の導入
YpD液体培地(1%(wN) BactoPepton, 0.5%(W/V) Bacto Yeast Extract, 1% (W/V)グルコース)に麹
菌NS4株の分生子を106個植菌し､ 30℃､ 48時間振塗培養した｡菌糸を滅菌したガラスフィルター(3Gl)
で渡過して集め､滅菌水で洗浄した｡火炎滅菌したスパーテルで菌体をプレスして水を切り､ 0･45 1皿の
フィルターで渡過滅菌したプロトプラスト化溶液(10 mg/hl Yatalase, 5 mg/d Cellulasc Onozuka R-10,
0.8 MNaCl, 10 mMリン酸buffcr(pH610))を10mi加えて懸濁した｡ 30℃で3時間ゆっくり振塾(40 rpm)
しながら麹菌の細胞壁を消化した｡滅菌したMiraclothで漉過して､ 2,000 rpm､ 5分間遠心分離し､プロト
プラストを回収した｡滅菌した0.8 M NaC1 2叫=こ懸濁した後､ 2,000 rpm､ 5分間遠心洗浄したoもう~
度0.8 M NaC1 20 mlに懸濁して2,000 rpm､ 5分間遠心洗浄したDこの遠心の間にヘマチトメーターで
プロトプラスト数を計測し､プロトプラストを2×103個/hlの密度となるようにSoI I (0･6 M KCl, 10 mM
cac12, 10mM TriS-HCl(PHS.0))に懸濁した後､ 0･2倍量のSolⅡ (40% (wFv) PEG4000, 50 mM CaC12,
50 nM TriS-HCl(pH8.0) )を加え､よく混合したo
プロトプラスト懸濁液0.2 dを50 mlチューブに取り､GUS遺伝子導入ベクターpNGAGlを5 pg加え
よく携拝し､氷水中で30分間放置した｡ 1血のSolⅡを加えよく混合し､室温で20分間放置した0 10血
のSol Iを加えよく混合し､ 2,000 rpm､ 5分間遠心分離してプロトプラストを沈殿させた｡上清をできる限り
除き､ 0.2血のSol Iを加えプロトプラストを均一に懸濁し､予め37℃に温めておいたCDプレート培地の
中央に乗せ､45℃に温めておいた軟寒天培地5血を周りから注いだoプロトプラストが軟寒天中に均一に
なるように手早く重層し､ 30℃で5日間培養した｡ CDプレート培地は窒素源として硝酸イオンのみを含ん
でおり､この培地を用いることによって硝酸還元酵素miDをマーカーとして形質転換を行なうことができるo
栄養要求性により選択されてきたコロニーより分生子を取得し､ CDプレート培地に植菌したoそこから生
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育してきた菌体より再度分生子を取得し､もう一度CDプレート培地に植菌した｡.この換作を繰り返すこと
によって形質転換体をホモカリオンにすることができるo形質転換に用いたNS4殊はATPスルフリラ-ゼ
遺伝子も欠損しており､硫酸イオンを資化できないoここで用いたCD培地には､硫黄源として0.002%の
L-メチオニンを加えた｡
得られたGUS遺伝子導入候補株3株からゲノムDNAを調製し､ Southem解析を行った｡その結果､
親株であるNS4株では約5 kbの位置にバンドが見られたのに対して､ NGAG2株では形質転換ベクター
pNGAGl (約10 kb)が挿入された約15 kbの位置にバンドが移行していた｡これにより､ NGAG2株におい
てはGUS遺伝子を含むベクターがNS4株のniaD locusに1コピー挿入され手いることが明らかとなったo
(2) maIP遺伝子破壊株の作製
遺伝子挿入破壊法は､マーカー遺伝子及び破壊したい遺伝子DNAの一部を持つベクターと染色体
DNAとの間の相同組換えにより､目的遺伝子の内部にベクター断片を挿入することで遺伝子を破壊する
手法である｡その際､目的遺伝子の一部として選ぶDNA断片としては､コード領域の開始コドン及び終
止コドンを含まない連続した断片を用いる｡そうすることにより､相同組換えで標的部分にベクターが挿入
されて生じた目的遺伝子DNA配列は､転写､翻訳はされてもタンパク質として機能しない部分と､転写さ
れない部分とに分断される｡本研究においては､破壊したいmaIP遺伝子の一部として､ maZP遺伝子のコ
ード領域内部に存在する､制限酵素血oRVの常識配列からXhoIの認識配列までの約0.8 kbの配列を
用いた｡また､選択マーカーとして､ AspeTgZ'Zlus m-duLmSのATPスルフリラ-ゼをコードする遺伝子sCを
用いた. A. nidulm7SのsC遺伝子DNAは､ A. oTWae染色体内に同一の配列が存在せず､ malP破壊ベ
クター内のsC部分とA. owaeの染色体DNA上のsCとが相同組換えを起こす可能性はほとんどない.
これにより､ malP破壊ベクター内のmaLPの一部分とA orwqe染色体のmaIP部分とが相同組換えを起
こす確率が相対的に増大する｡また､形質転換の際にRBSdcdoA Enzyme Mediated htegation (REMl)
法を用いた｡ REMI法は形質転換を行う際にベクターを制限酵素で処理し､制限酵素反応系をそのまま
プロトプラストに導入することにより､高い形質転換効率を得る方法である｡また､使用するベクター､制限
酔素によってはゲノムDNA中の目的の位置-のインテグレートを容易にすることが出来る｡
遺伝子挿入法に用いるベクターpDMP800を構築した(Fig. 26) ｡ malPの全oRFとその周辺領域を含
むベクターpmalPを制限酵素EcoRV及びJ仇oⅠで処理後アガロースゲル電気泳動に供し､ malPのコード
領域の一部である約800 bpの断片を回収した｡回収したmalP断片の一部を制限酵素血oRV及びJ仇oI
で処理したクローニングベクターpBluescript◎sK(･)にライグーションし､ベクターpnalP800を作製したo続
いて､ gCのプロモーター領域､コード領域､ターミネーター領域を全て含むベクターpBSCを､制限酵素
BLmHIで処理後アガロースゲル電気泳動に供し､ 3.2 kbの完全なsC断片を回収した｡回収したsC断片
を､制限酵素BamHIで処理したpmalP800にライゲ-ションし､ maIP破壊ベクターpDMP800を構築した｡
麹菌NGAG2株のプロトプラスト懸濁液に対し､ maIP破壊ベクターpDMP800を制限酵素SphIで十分
に切断したものを用いて形質転換を行った｡形質転換に用いたCDプレート培地はS源として硫酸イオン
のみを含んでおり､この培地を用いることによってATPスルフリラ-ゼ遺伝子∫Cをマーカーとして形質転
換を行なうことができる｡栄養要求性により選択されてきたコロニーより分生子を取得し､ CDプレート培地
に植菌した｡そこから生育してきた菌体より再度分生子を取得し､もう一度CDプレート培地に植菌した｡
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Fig. 26麹菌mam遺伝子破壊用ベウターPDMP800の構築
この操作を繰り返すことによって形質転換体をホモカリオンにした○このように数回CD培地で継代培養し
て得られたmalP破壊候補株44株について､ malP遺伝子破壊がなされているかどうかをSouthem解析
及びPCRにより確認した｡
得られたmalP破壊候補株のゲノムDNAに対し､ sCの下流部分及びmalPの下流部分に特異的なプ
ライマーを設計しPCRを行なった｡
gc下流部分のプライマーの塩基配列:　　5--CGCCCTCAAGCACAATACCA-3'
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malP下流部分のプライマーの塩基配列:　5-･CGGTGACGAGGTTGAGGATA_3･
PCRの反応液は10×PCRbufferを5 pl. dNTPmiX (25 mM each)を4 pl､ EX Taq(Takam)を0.25 pl､
上記のプライマー100 pmol/plをそれぞれl pl､鋳型ゲノムDNAをl pl (1 ng) ､蒸留水を加えて総量50
plとした｡ PCRは､ ①95℃､ 30秒(変性)②60℃､ 30秒(アニーリング)72℃､ 60秒(伸長)を1サイクルと
し､ 30サイクル行った｡コントロールとしてmaIP破壊株の親株であるNGAG2のゲノムDNAを鋳型として
用いた反応も行った｡
Southem解析の結果をFig. 27に示したo DMm14株､ DMP315株及びDMP317株において､親株で
あるNGAG2株(control)のmalPのバンド(約3 kb)が消失し､ malP破壊ベクター(約7 kb)が挿入された
分だけ分子量の大きい約10 kbのところにバンドが出現した.また､ PCRの結果(data not shown)からも､
malP破壊株のみに観察されるはずである約1.8 kbのバンドが上記の3株に見られ､親株であるNGAG2
株には認められなかったo以上の結果より､ DMP314株､ DMP315株及びDMP317株はmalP破壊株で
あることが確認された｡
十　十　†　　　　十
314 315 317　　COntrOJ
Fig. 27 ma/P遺伝子破壊株のSou廿1em解析
(3) maIP遺伝子破壊株と親株の表現型の比較
唯一の炭素源として0.1% (W/V)マルトース､ 0.3%(W/V)マルトース､ 0.5%(W/V)マルトース､ 0.3%(W/V)
グルコースをそれぞれ含むCDプレート培地に､遺伝子破壊株のDMP317株及び親株NGAG2株の分
生子をそれぞれ10個ずつ植菌し､ 30℃で2日間培養した｡その結果をFig. 28に示したが､どの条件に
おいても､両株の間での生育の差は見られなかった｡
一方､ GUS活性を測定することによりマルトースの取り込みを調べた｡はじめに麹菌NGAG2株及び
DMP317株を2%(W/V)グリセロールを唯一の炭素源とするCD培地で30℃､ 48時間振塗培養した.菌体
をミラクロースで渡過し､蒸留水で培地を洗い流したのちに､マルトース､イソマルトース､グルコース､グリ
セロールをそれぞれ含むCD培地に移して､ 12時間から24時間培養した｡再度菌体をミラクロースで渡
過した｡漉液はα -アミラーゼ活性の測定に使用し､菌体は蒸留水で洗浄後､鞍体窒素で凍結破砕し､
GUS lysis buffer(10 mM EDTA, 0.1% (W/V) Triton X･100, 10 mM 2-mercaptoethanol, 50 mMリン酸
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Fig. 28 mam遺伝子破壊株の各種炭素源培地での生育
buffer(pH7.0)) 1 mlに懸濁した○氷水中で30分間放置した後､ 15,000 rpm･ 4℃で10分間遠心分離し､
上清を1.5 ml容マイクロチューブに取った｡これをもう一度15,000 rpm､ 4℃で10分間遠心分離して上清
を回収し､菌体内酵素抽出液とした.菌体内酵素抽出液をGUS assay buffer(10 mM 2-mercaptoethan01,
0.1% (W/V)Triton X-100, 50 mMリン酸buffer(pH7.0) )で適宜希釈し､ 37℃にてGUS活性測定を行なっ
た｡反応系は､
GUS assay buffer　　　　　　　　　　　　600 pl
5 mM NPG (p-nitrophenyl glucuronide)　　200 pl
200叫1
1,000 lll
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で行なった｡ 1サンプルにつき､ 0分､ 5分､ 10分､ 20分､ 30分のタイムコースを取った｡反応停止には
I M NaOHを0.4 ml加えた｡生成したp-mitrophenol (PNP)の濃度を415 nmの波長の吸光度で測定し､
酵素希釈被中の総GUS活性を求めた｡吸光度A415-0.01を､ 1 mnolのPNP生成量としたb
麹菌菌体内のGUS比活性を算出した結果をFig. 29に示した.菌体内GUS比活性は､菌体内の総
GUS活性を､菌体内総タンパク質量で除したものである｡
0.01%　　0.1%
isomaltose
0.1%　　1%
ma ltose
1%　　　　1%
g一ucose glycerol
:～:NI^?
Fig. 29 mam遺伝子破壊株及びコントロール株ののGUS活性
ma/p破壊秩(左)
コントロール株(右)
また､ malP遺伝子破壊株と親株(コントロール株の) α-アミラーゼ活性も測定を行った(Fig.
30) 0
細胞内のGUS活性は､ 0.1%イソマルトースや1%マルトースの存在下でコントロール株に比べ
てmalP破壊株では2β程度に減少していた｡一方､グルコースでも若干の活性の低下が認められ
たが､グリセロールではほとんど差が見られなかった｡また､菌体外に生産されるα-アミラーゼ
の活性を測定した結果ではより顕著な差が認められた｡すなわち､マルトースを炭素源とする場
合には､malP破壊株はコントロール株のl/2-1Bという低いα-アミラーゼ活性しか認められず､
イソマルトースでも約半分の活性にまで低下した｡しかし､グルコースやグリセロールではもと
もとα-アミラーゼ活性が低いが､破壊株とコントロール株での活性の差はほとんどなかった｡こ
のように､ malP破壊株で完全にアミラーゼなどの遺伝子の誘導発現が失われるわけではないが､
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有意な発現量の低下が認められることから､ MAl･Pが麹菌では唯-のマルトース取り込み系のト
ランスポーターではないとはいえ､主たるマルトーストランスポーターとして機能していること
が示唆された｡
isOiLR17t｡se mOよtOtose mlaTf;se g.ul芝se gLlyOc'oi..
ma/p破壊株(左)
コントロール株(右)
Fig. 30 ma/P遺伝子破壊株及びコントロール株の菌体外α-アミラーゼ活性
4-3考察
トランスポータータンパクの特徴を有するMALPがマルトースパーミア-ゼ活性を示すかどうか調べる
ために､マルトースパーミア-ゼ欠損酵母にmalPを導入発現させることにより相補実験を行なったoその
結果､ malPは酵母のマルトースパーミア-ゼ欠損変異を相補したことから､酵母においてはマルトースト
ランスポーターとして機能することが明らかとなったoさらに､ M瓜Pが他の糖類､特にアミラーゼの直接の
誘導基質と考えられているイソマルトスも基質として細胞内に取り込むかどうかについても検討している
が､まだ明確な結果が出ておらず､引き続き検討を行っているところであるo
また､麹菌のmalP遺伝子破壊株を作製して､その表現型を観察することにより､麹菌におけるデンプ
ン分解酵素遺伝子の発現に対するmalPの役割を調べたoしかし､ malP破壊株を作製してマルトースま
たはグルコースを唯一の炭素源とするCDプレート培地で生育を観察したところ､ malP破壊株と親株とで
は生育に全く差は見られなかった｡これは､麹菌が非誘導条件下でもわずかに菌体外に分泌するα -グ
ルコシダーゼによって培地中のマルトースが分解され､生成したグルコースを麹菌が資化することができ
るためであると考えられた｡そこで､マルトース存在下におけるAmによるデンプン分解酵素遺伝子の
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転写活性化を指標としてmaIP遺伝子破壊の影響を調べた｡ malP破壊株-グルコアミラーゼプロモータ
ーの制御下にあるGUS遺伝子を導入し､マルトース､グルコース､グリセロールそれぞれを唯一の炭素源
とするCD培地で培養し､菌体内GUS比活性測定を行なった｡また､同時に培養頼中に分泌生産される
α -アミラーゼの活性を測定した｡その結果､マルトース及びイソマルトースを炭素源とする培地において
も菌体内GUS比活性ならびに菌体外α -アミラーゼの活性が親株の2J3-1J3に抑えられていたことから､
malP破壊株においてはマルトースによるデンプン分解酵素遺伝子の誘導が十二分に起こらないと考えら
れるoまた､MALPが麹菌では唯一のマルトース取り込み系のトランスポーターではないとはいえ､
主たるマルトーストランスポーターとして機能していることが示唆された｡
なお､麹菌全ゲノム解析の結果､本研究で解析した九以上クラスター内のそれぞれの遺伝子に相同性
が高く､また同様の遺伝子クラスター構造を示すDNA配列の存在が明らかになった｡このクラスターは､
本研究でM4Lクラスターとは別のクラスターとしてクローニング･構造解析したsugar utiliz血on gene
cluster (GLCクラスター)よりも血以Lクラスターに相同性が高く､血以L2クラスターと名づけた｡遺伝子ライブ
ラリーからこのクラスターを含む配列がスクリーニングされず､それよりも相同性の低いGLCクラスターが
見つかったのは偶然によるものと考えられる｡または､陽性クローンの候補の中に含まれていたにもかか
わらず見落としていた可能性もある｡ malP破壊株の解析によって､ MALP以外にもマルトース取り込みに
関わるトランスポーターの存在の可能性が示唆されたが､ゲノム解析により見出された丸山L2クラスター中
にあるトランスポーターがその候補として第一に考えられるBしかし､この丸山L2クラスター内のトランスポ
ーターとα ･グルコシダーゼ遺伝子をプローブとしてノーザン解析を行った結果では､グルコースやグリセ
ロールではもとよりマルトース存在下でもほとんど発現が静められず(data not shoⅥ屯) ､麹菌内ではほとん
ど機能していないものと考えられた｡麹菌ゲノム解析によって､麹菌染色体中には多くのsugar bansporter
遺伝子が存在していることが判明したが､その多くは-キソースなどの単糖を取り込むトランスポーターに
相同性が高い｡しかし､これらのトランスポーターの中にマルトースやイソマルトースも基質として取り込む
能力を示すものがある可能性もあり､今後はこれらのトランスポーターも含めた解析を行う必要があると考
えている｡
謝辞:本研究において使用した､マルトースパーミア-ゼ欠損酵母(Saccharomyces ccrevisiae
cMYIO50)ならびに野生株CMYIOOl株は､ Cib, Uhiversib, of New YorkのCorrine Michels博士より分
与を受けたものであります｡ Michels博士に深謝いたしますo
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